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A Borreliose de Lyme (BL), causada por espiroquetas do complexo Borrelia 
burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.) é, atualmente, a doença mais prevalente da 
Europa cujo o agente é transmitido por vetores Ixodídeos. É uma doença zoonótica, que 
afeta diversos hospedeiros vertebrados, entre os quais diversos animais domésticos e 
silváticos, bem como os humanos.  
As espiroquetas responsáveis pela BL encontram-se, normalmente, associadas a 
pequenos mamíferos, aves e répteis que, enquanto hospedeiros reservatórios, possuem 
um papel essencial na transmissão e manutenção destes agentes na natureza. Por outro 
lado, os hospedeiros como o cão, cavalo e Homem têm um papel menos significativo na 
manutenção e transmissão do agente, sendo considerados hospedeiros acidentais. 
A infeção por B. burgdorferi s.l. nos animais é geralmente assintomática, 
contudo, quando surgem manifestações clínicas, tais como febre e claudicação, estas são 
comuns a outras doenças, o que dificulta o diagnóstico clínico. Em muitos países, 
incluindo Portugal, esta doença é subdiagnosticada e pouco reportada, sendo por isso 
importante recorrer-se a um diagnóstico laboratorial.  
O objetivo deste estudo foi caracterizar, por técnicas serológicas e moleculares, 
um total de 240 amostras séricas de duas populações de animais domésticos 
assintomáticos para a infeção por B. burgdorferi s.l.. Foram analisadas 114 amostras de 
cães e 126 amostras de cavalos, originárias de várias regiões de Portugal, caracterizadas 
em estudos anteriores para a presença de outros agentes transmitidos por vetores, 
particularmente carraças. A presença de anticorpos IgG anti-B. burgdorferi s.l. foi 
detetada pelas técnicas de Imunofluorescência Indireta (IFA) e Western Blot (WB), 
utilizadas como teste de rastreio e teste confirmatório, respetivamente. A presença de 
DNA borreliano foi pesquisada pela técnica de nested-PCR por amplificação da região 
intergénica 5S-23S e amplificação parcial do gene flaB. Adicionalmente, foram também 
submetidas a nested-PCR para amplificação parcial de gene ospC, todas as amostras 
anteriormente positivas para qualquer um dos alvos genómicos testados. 
A ocorrência de amostras com serologia positiva, ou seja, com título superior ou 
igual a 1:256, foi observada em 29 amostras de cães e em 31 amostras de cavalos, 
correspondendo a frequências de, aproximadamente, 25% para cada população. Dos 60 




pertencente a um cavalo da região de Lisboa. A presença de DNA de B. burgdorferi s.l. 
foi detetada, pelas técnicas moleculares, em 7% das amostras de cães e 5,6% das amostras 
de cavalos. Várias genoespécies foram identificadas, designadamente B. afzelii, em 
amostras de cães e cavalos, B. burgdorferi s.s., B. valaisiana e B. lusitaniae, apenas em 
amostras de cavalos. Os distritos de Beja e Lisboa apresentaram o maior número de 
amostras positivas. Globalmente em 3,5% dos cães e 3,2% dos cavalos foram detetados 
anticorpos anti-B. burgdorferi s.l. e identificado DNA de B. burgdorferi s.l.. 
Este estudo evidenciou a exposição ao vetor e o contacto com B. burgdorferi s.l. 
a que os animais em estudo estão sujeitos, sugerindo a existência de animais 
assintomaticamente infetados. Os resultados indicam que existem em circulação várias 
genoespécies em Portugal. No seu conjunto, os resultados obtidos são importantes pois 
alertam para o risco de BL nos animais e, uma vez que animais domésticos partilham 
habitats com os humanos, representam um potencial risco de Saúde Pública. 
   
Palavras-chave: Borrelia burgdorferi sensu lato, Borreliose de Lyme, cães, cavalos, 


















Lyme Borreliosis (LB), caused by spirochetes of Borrelia burgdoferi sensu lato 
complex (B. burgdorferi s.l.), is presently the most prevalent tick-borne disease in 
Europe. It is a zoonotic disease that affects several vertebrate hosts, including several 
domestic and sylvatic animals, as well as humans.  
 The spirochetes responsible for LB are usually associated with small mammals, 
birds and reptiles, as reservoir hosts, playing an essential role in the transmission and 
maintenance of these agents in nature. On the other hand, hosts such dog, horse and man 
are considered “dead-end” hosts and play an insignificant role in the transmission of the 
agent. 
 Borrelia burgdorferi s.l.-infected animals are usually asymptomatic, however, 
clinical manifestations such as fever and lameness may appear but they are common to 
other pathologies, making clinical diagnosis difficult. In many countries, including 
Portugal, this disease is underdiagnosed and poorly reported, and therefore it is also 
important to use the laboratory diagnosis. 
 The objective of this study was to characterize by serological and molecular 
techniques a total of 240 serum samples from two populations of asymptomatic domestic 
animals for infection for B. burgdorferi s.l.. A total of 114 dog samples and 126 horse 
samples from several regions of Portugal, which have previously been characterized for 
the presence of other tick-borne agents, was analysed. The presence of anti- B. 
burgdorferi s.l. IgG antibodies was detected by both Indirect Immunofluorescence Assay 
(IFA) and Western Blot (WB) techniques, used as screening and confirmatory tests, 
respectively. The presence of borrelial DNA was investigated by using nested-PCR 
targeting the 5S-23S rRNA intergenic spacer region and flaB gene. In addition, positive 
samples for any of these genomic targets were also submitted to nested-PCR for partial 
amplification of ospC gene. 
 The occurrence of serologically positive samples, with antibody titre greater than 
or equal to 1:256, was observed in 29 samples of dogs and 31 samples of horses, 
corresponding to frequencies of approximately 25% for each population. From the 60 sera 
with positive immunoreaction, a sample belonging to a horse from Lisbon region was 
confirmed by the WB technique. The presence of B. burgdorferi s.l. DNA was detected 




were identified namely B. afzelii, in both dog and horse populations, B. burgdorferi s.s., 
B. valaisiana and B. lusitaniae, only in the horse population. The regions of Beja and 
Lisbon showed the highest number of positive samples. Globally, 3.5% of the dogs and 
3.2% of the horses showed both antibodies anti- B. burgdorferi s.l. and DNA of B. 
burgdorferi s.l. 
 This study demonstrated that the populations of dogs and horses have contacted 
with B. burgdorferi s.l., and suggesting the presence of healthy animals infected with B. 
burgdorferi s.l.. It also indicating the presence are several genospecies in circulation in 
Portugal. The results obtained should alert to the risk of LB in domestic animals and also 
to humans, because they share the same habitats, representing a potential risk to both 
animal and public health. 
 
Keywords: Borrelia burgdorferi sensu lato, Lyme Borreliosis, dogs, horses, serological 
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1.1 Justificação do tema e objetivos 
 A Borreliose de Lyme (BL) é uma doença multissistémica causada por 
espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato transmitidas por vetores do 
género Ixodes, com distribuição mundial (Mannelli et al., 2011). 
 Em Portugal, a BL é uma Doença de Declaração Obrigatória (DDO) em 
humanos, desde 1999, mas tal não acontece para os animais; na União Europeia, apenas 
na Eslovénia, a BL é uma DDO em animais (Mannelli et al., 2012).  
 Esta doença é muitas vezes subdiagnosticada e subnotificada devido, 
principalmente, à falta de conhecimento dos médicos e veterinários e, também, ao facto 
dos sintomas serem muitas vezes comuns a outras patologias.  
 A BL é atualmente a doença, cujos agentes são transmitidos por vetores, mais 
prevalente da Europa (WHO and ECDC, 2016). É uma doença zoonótica, que afeta 
diversos hospedeiros animais, domésticos e silváticos e também os humanos, sendo estes 
hospedeiros acidentais (CFSPH, 2011). 
 Os cães e os cavalos são igualmente hospedeiros acidentais importantes no ciclo 
de manutenção das espiroquetas na natureza, uma vez que estão expostos aos vetores que 
transmitem Borrelia. Por outro lado, estes animais desempenham um papel importante 
no ciclo de transmissão ao Homem, pela sua proximidade, uma vez que partilham os 
mesmos locais e mantêm, assim, por perto o agente patogénico. Por conseguinte, o 
conceito de “Uma Só Saúde” ou One Health revela-se cada vez mais importante, uma vez 
que tudo se encontra interligado (Saúde Pública, Saúde Animal e Saúde Ambiental). 
Sabe-se também que, atualmente, devido às alterações climáticas e outros fatores, os 
vetores frequentam novos habitats o que pode levar à expansão geográfica, não apenas 
do vetor, mas também do agente em estudo. Por este motivo, poderemos ter novos 
casos/focos de infeção e de transmissão entre os diferentes hospedeiros e o Homem.  
 Nesta medida, é importante (re) conhecer o papel que os animais domésticos, 
como os cães e os cavalos, têm na epidemiologia da doença e o papel que estes têm na 
possível transmissão do agente patogénico aos humanos. Deste modo, o objetivo principal 
do trabalho foi caracterizar ao nível serológico e molecular duas populações animais, cães 





 Para executar o objetivo principal desta dissertação foram estabelecidos os 
seguintes objetivos específicos:  
 - Avaliar a seropositividade da borreliose de Lyme em animais, particularmente 
em cães e cavalos;  
 - Avaliar a presença de Borrelia burgdorferi sensu lato em amostras biológicas 
de animais e identificar as genoespécies circulantes por técnicas moleculares sensíveis e 
específicas.  



























1.2 Enquadramento histórico da Borreliose de Lyme 
 A Borreliose de Lyme ou “doença de Lyme”, como inicialmente ficou 
conhecida, foi descrita pela primeira vez em 1977 (Steere et al., 1977), na sequência de 
um surto de artrite reumatóide que apresentava outros sinais clínicos invulgares 
associados, e que atingiu várias crianças residentes na cidade de Lyme em Connecticut, 
Estados Unidos da América (EUA) (Figura 1). A doença foi associada a carraças de 
veados, pois a maioria dos doentes inicialmente diagnosticados com artrite reumatóide 
viviam em zonas de floresta, e os primeiros sinais da doença apareceram no Verão, 
quando ocorre o maior pico de atividade por parte destes artrópodes (NIAID, 2008; 
Borchers et al., 2014).    
Figura 1. Mapa-mundo com a indicação da localização da cidade de Lyme [Adaptado 
de:https://www.google.pt/search?noj=1&tbm=isch&q=mapa+mundo+em+branco&sa=X&ved=
0ahUKEwi0_pOSsszPAhWB7hoKHQt3Bp0QhyYIJQ#imgrc=9QNzpJykeGFjYM%3]. 
 Em 1981, o Dr. Willy Burgdorfer e os seus colaboradores isolaram, pela primeira 
vez, o agente etiológico da Borreliose de Lyme (BL), a partir de carraças da espécie 
Ixodes dammini, atualmente classificada como Ixodes scapularis (NIAID, 2008; Rudenko 
et al., 2011). Em 1983, este agente foi isolado pela primeira vez na Europa, Suíça, também 
a partir do vetor, designadamente de carraças da espécie Ixodes ricinus (Barbour et al., 
1983). No ano seguinte, o agente é designado como Borrelia burgdorferi, pelo Prof. 
Russel Johnson e seus colaboradores, com base em estudos de morfologia, perfis 





 Em 1978, a doença foi descrita pela primeira vez em cavalos na África do Sul 
associada a B. theileri (Cohen et al., 1988), e em 1984 foi descrito o primeiro caso clínico 
de BL em cães nos Estados Unidos (Lissman et al., 1984).  
 Em 1989, o primeiro caso clínico de BL em Portugal, foi diagnosticado por 
David Morais e seus colaboradores, na região de Évora (Collares-Pereira and Franca, 
2000). Dez anos mais tarde, a doença passou a ser de declaração obrigatória (DDO) em 
Portugal. No que respeita aos animais, dentro da União Europeia, a BL é uma doença de 
notificação obrigatória apenas na Eslovénia (Mannelli et al., 2012). 
 Em Portugal, em 1993 foi isolada uma nova genoespécie do complexo de B. 
burgdorferi s.l., designada por Borrelia lusitaniae, a partir do vetor Ixodes ricinus 
(Núncio et al., 1993). Posteriormente, em 2003, Margarida Collares-Pereira e a sua 
equipa, obtiveram o primeiro isolado humano de Borrelia lusitaniae, a partir de uma 
biopsia de pele de um doente (Collares-Pereira et al., 2004).  
 Em 2012, os agentes etiológicos tais como as diversas espécies de Borrelia, são 
incluídos no sistema de informação das zoonoses ao nível da União Europeia (Mannelli 
et al., 2012). 
 
 
1.3 O agente etiológico – Espiroquetas do complexo Borrelia 
burgdorferi s.l. 
 1.3.1 Características gerais  
 As bactérias do complexo B. burgdorferi s.l. são espiroquetas Gram negativas, 
longas (10 a 30 μm de comprimento), finas (0,2 a 0,5 μm de diâmetro) e de forma 
espiralada de crescimento lento e fastidioso (Barbour and Hayes, 1986; Stanek and Strle, 
2003; Karami 2012). Crescem a uma temperatura ótima de 33 a 35ºC em meio de cultura 
específico Barbour-Stoenner-Kelly (BSK), com baixo teor em oxigénio sendo por isso 
anaeróbias ou microaerofílicas (Singh and Girschick, 2004; EUCALB, 2016). São 






 Estas bactérias possuem 7 a 14 flagelos periplasmáticos inseridos na membrana 
externa, e que se cruzam na região central da célula, sendo responsáveis pela motilidade 
da bactéria, quer nos tecidos do vetor quer nos do hospedeiro. Estes flagelos são 
constituídos por duas proteínas flagelares, FlaA e FlaB, sendo que, quando esta última é 
inativada pode observar-se a perda de motilidade da bactéria (Krupka, 2007). Estas duas 
proteínas são ainda de grande interesse já que é contra elas que se formam os primeiros 
anticorpos no decurso da doença (Franca, 2000). 
 O genoma das espiroquetas do complexo B. burgdorferi s.l. tem, 
aproximadamente, 1.5 Mb, e é constituído por um cromossoma linear e vários plasmídeos 
lineares e circulares (Figura 2). Por exemplo, a estirpe B31, pertencente à genoespécie B. 
burgdorferi s.s., possui um genoma com um total de 1.515.419 pares de bases (pb), 
constituído por um cromossoma linear, com 910.725 pb, e por 21 plasmídeos, 12 lineares 
e 9 circulares, num total de 610.694 pb (Fraser et al., 1997; Casjens et al., 2000). Entre 
os membros do complexo B. burgdorferi s.l. é observada uma grande variabilidade 
genética, a nível dos plasmídeos, mesmo entre estirpes da mesma genoespécie, mas ao 
nível do cromossoma, existe elevada homologia genética (Tsao, 2009). 
 
 
Figura 2. Imagem ilustrativa do genoma segmentado das bactérias do complexo de B. 







 O cromossoma linear é constituído, essencialmente por genes que codificam 
proteínas que estão na origem de diversas funções vitais da bactéria, enquanto nos 
plasmídeos se localizam a maioria dos genes responsáveis pela patogenicidade tais como, 
por exemplo, os que codificam as proteínas da membrana externa [Outer surface proteins 
(Osp)], que são as lipoproteínas de superfície, importantes na interação bactéria-vetor-
hospedeiro (Fraser et al., 1997; Singh and Girschick, 2004; Karami, 2012). A formação 
de anticorpos contra este tipo de proteínas só acontece numa fase mais tardia da doença 
e de forma irregular (Franca, 2000).  
 As Osp, têm uma grande variabilidade dentro do complexo de B. burgdorferi s.l. 
e são responsáveis pela ativação de várias células dos hospedeiros durante a evasão da 
bactéria ao sistema imunitário dos mesmos (Casjens et al., 2000). A OspA e OspC são as 
duas principais lipoproteínas de superfície, sendo utilizadas como alvo de investigação 
para potenciais vacinas (Van Dam, 2002). Estas duas proteínas e a lipoproteína Variable 
major protein like sequence E (VlsE) são essenciais também no processo de infeção. A 
OspA é codificada pelo gene do mesmo nome ospA quando esta se expressa durante a 
colonização da bactéria no intestino médio do vetor, sendo a sua expressão reduzida 
quando o vetor realiza a refeição sanguínea no hospedeiro. Esta refeição induz, por sua 
vez, a OspC, que está associada às primeiras fases de infeção, facilitando a migração das 
bactérias do intestino para as glândulas salivares, e sendo reduzida a sua presença quando 
há necessidade da bactéria permanecer no hospedeiro, cabendo essa função à VlsE que é 
expressa nessa fase (Figura 3) (Bankhead and Chaconas, 2007; Tilly et al., 2008; Wagner 
and Erb, 2012).   
 
Figura 3. Expressão dos diferentes genes ospA, ospC e VlsE, que codificam as respetivas 
proteínas com o mesmo nome, durante o desenvolvimento da infeção [Adaptado de Tilly 





 Existem ainda outros genes envolvidos no processo de infeção e persistência da 
bactéria, entre os quais o que codifica a proteína p18 (Decorin binding protein A, DbpA), 
que se liga à matriz extracelular do hospedeiro, permitindo que as espiroquetas migrem 
para os tecidos e que persistam, por exemplo, nas articulações (Guo et al. 1998).  
 
 1.3.2 Classificação taxonómica 
 As espiroquetas que integram o complexo B. burgdorferi s.l. pertencem à ordem 
Spirochaetales, segundo proposta baseada na análise das sequências do gene ribossomal 
16S (EUCALB, 2016). Esta ordem inclui três famílias de grande importância: 
Brachyspiraceae, Leptospiraceae e Spirochaetaceae. É nesta última que se inclui o género 
Borrelia, do qual fazem parte os agentes da Borreliose de Lyme (complexo B. burgdorferi 
s.l.), os agentes da febre recorrente e as borrélias associadas aos répteis (Mannelli et al., 
2012; Franke et al., 2013). 
 Atualmente fazem parte do complexo B. burgdorferi s.l., 20 genoespécies, cinco 
das quais têm carácter patogénico universalmente assumido para os humanos, 
designadamente B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis e B. spielmanii 
(Tabela 1) (EUCALB, 2016). Outras genoespécies, entre as quais B. bissettii, B. 
lusitaniae e B. valaisiana, foram também detetadas em doentes, todavia a patogenicidade 














Tabela 1: Genoespécies do complexo B. burgdorferi s.l.. As espécies reconhecidas como 
patogénicas para os humanos estão apresentadas a negrito [Extraído de: 
http://www.eucalb.com/]. 




B. afzelii Europa Canica et al., 1993 
B. americana EUA Rudenko et al., 2009 
B. andersonii EUA Marconi et al., 1995 
B. bavariensis Europa Magos et al., 2009 
B. bissettii Europa, EUA Postic et al., 1998 
B. burgdorferi sensu stricto Europa, EUA Baranton et al., 1992 
B. californiensis EUA Postic et al., 2007 
B. carolinensis EUA Rudenko et al., 2009 
B. chilensis América do Sul Ivanova et al., 2013 
B. finlandensis Finlândia Casjens et al., 2011 
B. garinii Asia, Europa Baranton et al., 1992 
B. kurtenbachii EUA Margos et al., 2010 
B. lusitaniae Europa LeFleche et al., 1997 
Collares Pereira et al., 2004 
B. japonica Japão Kawabata et al., 1993 
B. sinica China Masuzawa et al., 2001 
B. spielmanii Europa Richter et al., 2006 
B. tanukii Japão Fukunaga et al., 1996 
B. turdi Japão Fukunaga et al., 1996 
B. valaisiana Ásia, Europa Wang et al., 1997 
B. yangtze China Chu et al., 2008 











1.3.3 Distribuição geográfica  
A distribuição geográfica do complexo B. burgdorferi s.l. é ampla na Europa e 
encontra-se atualmente em expansão (Figura 4). A distribuição destes agentes é 
concordante com a distribuição geográfica quer dos seus principais vetores, Ixodes ricinus 
e I. persulcatus, quer dos seus hospedeiros reservatórios, fundamentais para a transmissão 
e manutenção das espiroquetas (Mannelli et al., 2011, Margos et al., 2011).             
 
Figura 4. Distribuição geográfica das genoespécies do complexo B. burgdorferi s.l. 
[Extraído de Kurtenbach et al., 2006]. 
 
 Na Europa existem várias genoespécies do complexo B. burgdorferi s.l. 
reconhecidas por causar BL, enquanto na América do Norte apenas B. burgdorferi s.s. é 
reconhecida como patogénica. Este facto, segundo alguns autores, pode indicar que as 
espécies europeias possuem uma maior diversidade genética em comparação às espécies 
americanas, e que as espiroquetas responsáveis pela BL tenham surgido no continente 
europeu (Lopes,  2013). Por outro lado, estudos evidenciaram que existe uma maior 
relação de proximidade entre as espécies europeias, do que a existente nas espécies da 
América do Norte, o que sugere que B. burgdorferi s.l. deverá ter sido introduzida na 





 A distribuição das diversas genoespécies varia dentro da Europa, sendo que B. 
burgdorferi s.s. é muito comum na Europa Ocidental e B. lusitaniae é mais comum no 
Sul da Europa e na zona mediterrânea (Mannelli et al. 2012). 
 Em Portugal, a genoespécie mais prevalente no vetor é B. lusitaniae, mas outras 
genoespécies, tais como B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi s.s., B. valaisiana e B. turdi 
foram também já detetadas (Núncio and Lopes de Carvalho, 2014). 
 
 
1.4 Aspetos epidemiológicos  
 A BL é a doença causada por agente transmitido por vetores mais prevalente nas 
zonas temperadas do Hemisfério norte (Lindgren and Jaenson, 2006), sendo que é 
sobretudo nos EUA e Europa que ocorre o maior número de casos confirmados de BL e 
apenas alguns têm origem na Ásia ou em África (Borchers et al., 2014). 
 A incidência anual da doença na Europa aumentou drasticamente nos últimos 20 
anos (WHO and ECDC, 2016), sendo reportados anualmente cerca de 85.000 casos, no 
entanto, este número é subestimado devido à ausência de reconhecimento desta infeção e 
dos poucos casos reportados (Lindgren and Jaenson, 2006). Os valores de incidência 
anual variam entre os países; em Portugal e Itália são menos de 1 caso/100.000 habitantes 
(Lopes de Carvalho and Núncio, 2006), enquanto noutros países como Áustria e 
Eslovénia há indicação de mais de 100 casos/100.000 habitantes (WHO and ECDC, 
2016).  
 Ao contrário da situação existente no nosso país desde 1999, na maioria dos 
países da Europa, com exceção também da Croácia, República Checa, Estónia, Itália, 
Lituânia, Letónia e Eslovénia (Hubálek, 2009), a BL não é uma doença de declaração 
obrigatória (DDO) nos humanos. Esta é endémica em várias regiões da Europa, 
apresentando elevadas incidências de casos reportados na Suécia, Lituânia, Áustria e 





 Nos últimos anos foram realizados diversos estudos epidemiológicos, em várias 
regiões, tendo-se verificado que a prevalência desta doença varia geograficamente 
(Littman et al. 2006). 
 Estudos de seroprevalência realizados nos EUA em populações caninas de vários 
estados norte americanos mostraram resultados muitos diferentes, com seroprevalências 
a variar entre os 8% no estado de Michigan e os 53% no estado de Wisconsin (Guerra et 
al., 2001). Estudos serológicos realizados em Espanha apresentam valores de 
seroprevalência entre os 0,6% (Solano-Gallego et al., 2006) e os 11,6% (Merino et al., 
2000), enquanto os estudos realizados em Portugal indicam valores que variavam entre 
os 0,2 % (Cardoso et al., 2012) e os 12,7% (Figueiredo, 2007). Na Ásia, foi também 
descrita a presença de anticorpos anti- Borrelia burgdorferi, no Japão (Uesaka et al., 
2015).  
 No que diz respeito ao agente etiológico, no nosso país, foi descrita uma taxa de 
infeção da ordem de 0,8% numa população de cães a sul de Portugal (Maia et al., 2015). 
A presença do agente foi também já descrita em cães de outras regiões da Europa, como 
a Polónia (Skotarczak and Wodecka, 2005) e Reino Unido (Shaw et al., 2005), com taxas 
de infeção de 16,3% e 0,04%, respetivamente. 
 A deteção de anticorpos nas populações equinas foi descrita, pela primeira vez, 
em 1984 nos EUA, na região de Massachusetts, tendo sido encontrados valores de 
seroprevalência de 24% para cavalos oriundos de zonas endémicas, e de 1% para cavalos 
provenientes de zonas não endémicas (Cohen et al., 1988). Noutro estudo, realizado no 
Minnesota, também nos EUA, foi encontrada uma seroprevalência de 58,7% (Durrani et 
al., 2011). Na Europa, em regiões como Itália (Ebani et al., 2012), Polónia (Štefančíková, 
et al., 2008), Dinamarca (Hansen et al., 2010) e Áustria (Butler et al., 2016), já foi descrita 
a presença de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi, com valores de seroprevalência de 
24,3%, 25,6%, 33,3% e 45%, respetivamente. Por métodos moleculares, a presença de B. 
lusitaniae foi já descrita em Itália com uma taxa de infeção de 5,1% (Veronesi et al., 
2012). Em Portugal, no entanto, e até à data não existe, pelo menos que seja do nosso 
conhecimento, nenhum estudo de seroprevalência da doença e/ou de deteção de DNA do 






1.5 Vetores ixodídeos do género Ixodes 
 Como já foi anteriormente referido, as espiroquetas que causam BL são 
transmitidas por carraças do género Ixodes, que asseguram não só a manutenção do agente 
patogénico na natureza, como a transmissão do mesmo para os hospedeiros suscetíveis, 
assumindo assim o papel de hospedeiro invertebrado. Na Europa, a espécie Ixodes ricinus 
é o principal vetor da BL (Figura 5). Este vetor está envolvido também no ciclo de 
transmissão de outros agentes patogénicos, entre os quais as bactérias da espécie 
Anaplasma phagocytophilum e algumas espécies de Rickettsia, podendo transmiti-los aos 
humanos, animais domésticos e silváticos (Parola and Raoult, 2001; ECDC, 2016b).  
 
 
Figura 5. Distribuição da espécie Ixodes ricinus na Europa, janeiro 2016 [Extraído de: 
ECDC, 2016c]. 
 
Em Portugal, o vetor apresenta uma distribuição heterogénea, mas é encontrado 
de norte a sul do país, sendo mais predominante em zonas com maior cobertura vegetal e 
com humidade relativa mais elevada (Figura 6). Nos últimos anos, tem sido observada a 
expansão geográfica do vetor quer em latitude quer em altitude, devido principalmente às 








Figura 6. Distribuição geográfica da espécie Ixodes ricinus em Portugal Continental. 
Áreas cinzentas simbolizam áreas onde o vetor foi identificado em estudos anteriores a 
1994; as áreas a negro, correspondem aos locais onde por estudos recentes, foram 
produzidos novos dados, e as áreas sublinhadas são aquelas onde o vetor já foi 
identificado (quer em estudos mais antigos, quer recentes) (Santos-Silva et al., 2011). 
 
  
 O ciclo de vida do vetor compreende quatro (4) fases distintas: uma inativa – 
ovo; e três ativas - larva, ninfa e adulto. Este ciclo de vida tem uma duração variável, 
dependendo não só da disponibilidade de hospedeiros como também das condições 
climáticas, podendo demorar três anos para ser completado em regiões com climas mais 
frios (Franca, 2000). Este é um ciclo trifásico, pois cada estádio ativo realiza uma 
refeição sanguínea num hospedeiro e após esta, o vetor solta-se do hospedeiro e, no solo, 
sofre metamorfose para o estádio seguinte. No caso das fêmeas adultas, quando estas se 
soltam do hospedeiro fazem a ovoposição, podendo a mesma, conter cerca de 2000 ovos 







Figura 7. Ciclo zoonótico do vetor Ixodes ricinus [Adaptado de Radolf et al., 2012]. 
 
 Os vetores de BL, e em concreto a espécie I. ricinus, localizam o hospedeiro 
vertebrado através de células epiteliais fotossensíveis e quimiorecetoras que captam 
vibrações, calor e odores do possível hospedeiro (Marta, 2009). A fixação ao hospedeiro 
é feita através das peças bucais, que provocam uma lesão no local. Consoante a 
genoespécie envolvente, a refeição sanguínea terá de durar, entre 12 a 48 horas, para 
que a transmissão de espiroquetas seja feita com sucesso, uma vez que é durante este 
período que as borrélias do complexo B. burgdorferi s.l. se multiplicam e atravessam o 
epitélio intestinal para a hemolinfa, disseminando-se para as glândulas salivares, 
infetando posteriormente o hospedeiro através da inoculação da saliva. As glândulas 
salivares do vetor possuem substâncias anticoagulantes e analgésicas, a par de outros 
componentes que suprimem a ação do sistema imunitário do hospedeiro, impedindo a 
morte das espiroquetas durante o ciclo de transmissão (Kuthejlová et al., 2001). Em 
seguida, as espiroquetas disseminam-se do local de mordedura para outros locais, 








 1.6 Hospedeiros vertebrados 
 O vetor I. ricinus alimenta-se em mais de 300 espécies de vertebrados 
distribuídos entre mamíferos, aves, répteis, anfíbios e, ocasionalmente, humanos 
(Mannelli et al., 2012; Núncio and Lopes de Carvalho, 2014). Apesar da grande 
variedade de espécies das quais o vetor se alimenta, apenas algumas parecem ter um 
papel importante na transmissão e manutenção das espiroquetas do complexo B. 
burgdorferi s.l., comportando-se como hospedeiros reservatórios (Faria, 2015). Estes 
são persistente e assintomaticamente infetados pelas borrélias, mantendo uma 
concentração elevada das referidas bactérias na corrente sanguínea ao longo do tempo, 
e constituindo, por isso, fonte de infeção para os vetores que neles se alimentem (Radolf 
et al., 2012). Espécies como Turdus merula, Lacerta viridis e Apodemus sylvaticus são 
hospedeiros reservatórios que permitem a manutenção das borrélias na natureza (Figura 
8) (Manelli et al., 2012). 
Figura 8. Exemplos de hospedeiros reservatórios de B. burgdorferi s.l. A- Turdus merula 
(Melro-preto); B- Lacerta viridis (Lagarto-verde europeu) C- Apodemus sylvaticus (rato-




 Embora exista alguma especificidade entre a genoespécie e o hospedeiro 
reservatório, esta não é absoluta (Mannelli et al., 2012). Normalmente, B. garinii e B. 
valaisiana encontram-se associadas a aves, que facilitam o transporte dos ixodídeos e a 
transmissão das borrélias para longas distâncias, enquanto B. afzelii e B. burgdorferi s.s. 
se encontram associadas a pequenos roedores. Por outro lado, a espécie B. lusitaniae 
parece ser sobretudo mantida em lagartos (Lopes de Carvalho, 2010; Norte et al., 2015). 









ungulados, são apenas considerados hospedeiros acidentais (dead-end hosts), uma vez 
que são suscetíveis ao agente e alimentam o vetor, sendo importantes para a manutenção 
do agente na natureza, mas o seu papel na transmissão do agente aos vetores, ao ambiente 
e a outros animais é ainda pouco conhecido (Figura 9) (Mannelli et al.,2012).  
 
Figura 9. Diagrama de transmissão de B. burgdorferi s.l. entre hospedeiros e vetores 
[Adaptado de Mannelli, et al., 2012.]. 
 
 Os cães são os animais domésticos que mais parecem desenvolver a doença 
(Chomel, 2015). Estes são hospedeiros competentes por um período curto, mas que 
desenvolvem rapidamente imunidade contra os agentes da B. burgdorferi s.l. (EUCALB, 
2016). Alguns programas de vigilância de BL, consideram os cães como “sentinela” para 
a BL em humanos, devido à sua proximidade com os humanos, muitas vezes de 
coabitação, reconhecendo que podem ser possíveis indicadores dos agentes patogénicos 
a que os humanos estão exposto (Reif, 2011; Baum et al., 2014). As genoespécies que 
frequentemente parecem estar mais associadas a infeção nestes animais são B. afzelii e B. 
garinii (Mannelli et al., 2012). 
 O papel dos ungulados tem sido, em geral, negligenciado devido à dificuldade 
de avaliação do seu papel na manutenção e transmissão do agente de BL na natureza 
(Faria, 2015). Os ungulados apresentam uma distribuição ampla, a nível europeu, e 





visto que proporcionam uma alimentação sanguínea às carraças infetadas e não-infetadas. 
Atualmente existe ainda pouca informação acerca do papel que estes animais têm no ciclo 
de transmissão (Ruiz-Fons et al., 2006; Faria, 2015).  
 Os ungulados, tais como os cavalos, são considerados apenas hospedeiros 
acidentais. A infeção por B. burgdorferi s.l. nestes animais é normalmente assintomática, 
sendo que a genoespécie mais frequentemente associada a infeção nestes animais é B. 
afzelii (Butler et al., 2005). 
 
 1.7 Manifestações clínicas  
 A BL é uma doença multissistémica que atinge vários órgãos e sistemas, tais 
como a pele, o coração, o sistema músculo-esquelético e o sistema nervoso (WHO and 
ECDC, 2016), pelo que exibe um vasto leque de sinais clínicos, em geral, comuns a outras 
doenças. A manifestação clínica mais frequente, e característica da BL em humanos, é o 
Eritema Migrante (EM), erupção vermelha no local de mordedura da carraça que se 
expande perifericamente, no entanto esta é uma condição rara nos animais (Chomel, 
2015). 
 Os sinais clínicos da BL podem ser distintos, consoante a genoespécie de 
Borrelia a que está associada a infeção. As manifestações na pele, designadamente o EM, 
estão habitualmente associadas à infeção por B. afzelii, enquanto as lesões neurológicas 
estão associadas à espécie B. garinii, e os problemas nas articulações, tal como a artrite 
de Lyme, encontram-se geralmente relacionadas com a genoespécie B. burgdorferi s.s. 
(Veinović et al.,  2013; EUCALB, 2016). Por outro lado, os sinais clínicos podem também 
variar consoante a área geográfica, devido às diversas genoespécies patogénicas 
encontradas nessa área (CFSPH, 2011). 
 Nos animais a doença é normalmente assintomática, mas quando presentes os 
sinais clínicos são comuns a várias outras doenças, pelo que o quadro clínico não é 
específico, sendo por isso importante recorrer-se a testes serológicos e/ou moleculares 
para deteção de títulos de anticorpos para B. burgdorferi s.l. e/ou da presença do 






1.7.1 Humanos  
  A doença é caracterizada por apresentar três estádios. O primeiro estádio da 
doença aparece nas primeiras semanas de infeção e caracteriza-se, maioritariamente, pelo 
aparecimento de uma lesão na pele, no local da mordedura (Figura 10). Esta lesão é 
normalmente indolor, mas pode vir acompanhada de outros sintomas, tais como febre, 
fadiga, mal-estar, mialgias, e pode permanecer durante dias ou semanas após a 
mordedura. Este tipo de lesão pode resolver-se, sem recorrer a nenhum tipo de tratamento, 
no entanto, a infeção pode evoluir e ocorrer a disseminação das espiroquetas a outros 
órgãos e sistemas (Fritz and Kjemtrup, 2003). Esta invasão irá originar novos sinais 
clínicos e a necessidade de tratamento, de modo a impedir a progressão da doença para 
novos estádios.  
 
Figura 10. Imagem ilustrativa de Eritema Migrante [Extraído de: WHO and ECDC, 
2016]. 
Semanas a meses mais tarde, a doença avança para o segundo estádio, com o 
desenvolvimento de outros sintomas, tal como artrites (Artrite de Lyme), problemas 
cardíacos, tal como arritmias e miocardites (cardite de Lyme), problemas neurológicos, 
entre as quais a meningite, paralisias faciais e radiculites e, em casos mais raros, 
problemas de visão como, por exemplo, conjuntivite, neurite ótica e atrofia do nervo 
ótico, entre outros (CFSPH, 2011). 
 O terceiro, e último, estádio da doença, aparece após alguns meses ou anos. Este 





manifestações clínicas mais graves, tal como a acrodermatite atrófica crónica (ACA) e de 
complicações neurológicas, tal como a meningoencefalite progressiva, paralisia de Bell, 
entre outras.  
 
1.7.2 Cães 
 A infeção por B. burgdorferi s.l. nestes animais apresenta uma taxa elevada, 
cerca de 25 a 90%, em zonas endémicas e em zonas onde a presença do vetor é constante 
(Fritz and Kjemtrup, 2003), no entanto, apenas 5% dos cães infetados desenvolvem sinais 
clínicos (Bushmich, 1994; Mannelli et al., 2012). Os sinais clínicos são inespecíficos e 
muitas vezes são confundidos com os de outras doenças. Estes podem surgir cerca de dois 
a cinco meses após a infeção (Fritz and Kjemtrup, 2003; Littman et al., 2006). 
 Os sinais clínicos mais comuns são edema nas articulações, que pode levar a 
processos de claudicação aguda ou intermitente, frequentemente acompanhados de febre 
e anorexia (Bushmich, 1994; Littman, 2003). Este processo de claudicação é 
normalmente resolvido espontaneamente em quatro dias, mas num terço dos animais este 
processo volta a aparecer noutro tipo de articulação (Figueiredo, 2007). As articulações 
mais afetadas são o tarso e o carpo, sendo que, por vezes, ambas as articulações são 
afetadas (Fritz and Kjemtrup, 2003). 
  Embora menos frequentes, existem ainda sinais clínicos associados à 
disseminação das espiroquetas para outros órgãos, entre os quais coração, rins e fígado, 
tais como miocardite e falha renal. Outro tipo de sintomas podem desenvolver-se a nível 
neurológico, como mudanças de comportamento (Bhide et al., 2004; Chomel, 2015; 
EUCALB, 2016).  
 A nível dermatológico, apenas uma pequena lesão compatível com o eritema, 
desenvolvida no local de fixação do ixodídeo, foi descrita até ao momento (Littman et al., 
2006). 
 Inicialmente, apenas B. burgdorferi s.s. foi encontrada associada à BL em cães, 
mas estudos recentes indicam também B. afzelii e B. garinii como agentes responsáveis 








 Em zonas endémicas é comum aparecerem animais com níveis de anticorpos 
detetáveis, estimando-se que nessas regiões os valores de seroprevalência possam ser 
superiores a 40% (Hansen et al., 2010). Ainda nestas regiões foi, também, descrita a 
presença de espiroquetas Borrelia burgdorferi nos tecidos infetados (Fritz and Kjemtrup, 
2003). Por norma, os cavalos não desenvolvem sinais clínicos associados à infeção ou, 
quando estes surgem, são difíceis de associar devido à inespecificidade dos sintomas 
(Fritz and Kjemtrup, 2003).  
 Quando há desenvolvimento de sinais clínicos, estes caracterizam-se 
maioritariamente por febre, uveítes, artrite, mialgias, perda de peso, lesões de pele, tais 
como perda de pelo, lesões neurológicas, como mudanças de comportamento, paralisia 
facial e encefalite, hepatite e aborto (Chang et al., 2000; CFSPH, 2011; Chomel, 2015).  
 
  
 1.8 Diagnóstico clínico 
 O diagnóstico da BL é, maioritariamente, clínico apesar da maioria das infeções 
por B. burgdorferi s.l. serem assintomáticas, quer em humanos quer em animais. A maior 
parte dos sinais clínicos são inespecíficos e similares a outras doenças e, por isso, é 
importante incluir a BL num diagnóstico diferencial. O diagnóstico clínico da BL é 
baseado na identificação dos principais sintomas da doença, entre os quais o aparecimento 
do EM, na história clínica do doente (nos humanos) e se houve exposição/mordedura de 
carraça. Contudo, este diagnóstico pode ser complementado pelos testes laboratoriais 
adequados à situação de cada doente, através da determinação da presença de anticorpos 
específicos e/ou deteção de DNA de Borrelia. 
 O diagnóstico laboratorial varia consoante os sinais clínicos que os doentes 
apresentam (Quadro 1) (Núncio and Lopes de Carvalho, 2014). Por outro lado, os doentes 
podem estar co-infetados com outros agentes patogénicos, pelo que o diagnóstico 





Quadro 1: Evidências clínicas e laboratoriais aconselhadas para validação do diagnóstico 










Deteção de B. burgdorferi s.l. por isolamento 






histologia nos casos 
suspeitos 
Histologia. Deteção de B. burgdorferi s.l. por 
isolamento e/ou PCR a partir de biopsia de 





específicos no soro, com 
concentrações elevadas 
Histologia. Deteção de B.burgdorferi s.l. por 





demonstração de síntese 
intratecal de anticorpos 
específicos 
Deteção de B. burgdorferi s.l. por isolamento 
e/ou PCR a partir de líquido 
cefalorraquidiano. Síntese intratecal de 
anticorpos específicos IgM e/ou IgG e/ou 
IgA. Anticorpos específicos no soro. EM 
recente ou concomitante 
Artrite de Lyme 
Anticorpos IgG 
específicos no soro, com 
concentrações elevadas 
Deteção de B. burgdorferi s.l. por isolamento 






Deteção de B. burgdorferi s.l. por isolamento 
e/ou PCR a partir de biopsia de tecido do 
endomiocardio. EM recente ou concomitante 





Manifestações de borreliose de Lyme recentes 
ou concomitantes. Deteção de B. burgdorferi 
s.l. por isolamento e/ou PCR a partir de 
líquido ocular.  
 
 
1.9 Diagnóstico Laboratorial 
 1.9.1 Cultura e Microscopia  
 O isolamento de B. burgdorferi s.l. em cultura com meio específico (BSK) 
continua a ser o teste gold-standard no diagnóstico laboratorial da BL (Aguero-Rosenfeld 
et al., 2005). O isolamento é normalmente difícil de obter visto que as bactérias do 
complexo B. burgdorferi s.l. têm um crescimento lento e fastidioso, cerca de 12 semanas 
de incubação a uma temperatura de 34ºC, sendo que o número destas bactérias presentes 





motivos, a técnica apresenta baixas taxas de sucesso, do qual podem resultar falso-
negativos, sendo por isso uma técnica pouco utilizada no diagnóstico de rotina 
(EUCALB, 2016). 
 No que respeita aos cães, já foi documentado o isolamento de B. burgdorferi s.l. 
a partir de amostras colhidas em cães assintomáticos, mas normalmente as amostras 
sanguíneas contêm um baixo número de microrganismos durante a fase de disseminação 
precoce ou tardia (Alexandre, 2005).  
 A observação direta de B. burgdorferi s.l. em cortes histológicos, por exemplo, 
requer a utilização de métodos de coloração específica (ex: coloração pela prata) pois, 
devido às suas características morfológicas, as borrélias não são visualizadas em 
microscopia ótica de luz clara, sendo apenas visualizadas em microscopia de fundo 
escuro. 
 
1.9.2 Diagnóstico serológico 
 O diagnóstico serológico é o mais utilizado na rotina laboratorial para pesquisa 
de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. no soro ou no líquido cefalorraquidiano (LCR) de 
humanos e animais com suspeita de BL. Os testes frequentemente utilizados são a técnica 
de imunofluorescência indireta (IFA), Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) e o 
teste de Western Blot (WB). 
 Diversas instituições internacionais, entre as quais o ECDC (European Center 
for Disease Control and Prevention), a WHO (World Health Organization) e ainda a 
EUCALB (European Union Concerted Action on Lyme Disease) recomendam uma 
abordagem “two-steps” para a pesquisa de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. Na 
abordagem inicial, as amostras biológicas são testadas recorrendo-se a testes de rastreio, 
designadamente ELISA ou IFA, que são sensíveis, mas pouco específicos. Se estes testes 
revelarem resultados negativos, considera-se a amostra negativa, se forem positivos ou 
duvidosos é realizado um segundo teste, que é um teste confirmatório, normalmente 
Western Blot (WB). O teste de WB é um teste mais sensível e específico em comparação 





 Geralmente, apenas as amostras que apresentam resultados positivos para ambos 
os testes são consideradas positivas (Figura 11).  
 
Figura 11. Abordagem “two-steps” recomendado por Organizações Internacionais 
[Adaptado de CDC]. 
  
 Os testes serológicos possuem, contudo, algumas limitações. Por exemplo 
durante as primeiras semanas de infeção, há uma resposta imune reduzida ou ausente, o 
que poderá levar à obtenção de resultados falso-negativos. Por outro lado, também nestes 
testes há a possibilidade de ocorrerem falso-positivos devido a possíveis reações cruzadas 
com outro tipo de agentes patogénicos, tais como, por exemplo, outras espiroquetas dos 
géneros Treponema spp. e Leptospira spp. entre outros agentes bacterianos e virais 
(Johnson, 2011). Também a vacinação em cães, que induz a produção de anticorpos, pode 
condicionar o resultado do teste, resultando em falso-positivos (Mannelli et al., 2012). 
Outra das limitações é a falta de padronização para o limite de positividade em amostras 
animais, sendo que este, por exemplo na IFA, varia consoante os autores (Durrani et al., 
2011; Ebani et al., 2012). 
 O teste de IFA pode ser substituído por outros métodos serológicos mais práticos 
e sensíveis, como os testes ELISA. Os kits atualmente disponíveis no mercado utilizam 
antigénios recombinantes, tais como p39 ou péptidos sintéticos (IR6 ou C6). O péptido 





vacinação, o que diminui as reatividades derivadas das reações cruzadas e indica 
exposição natural do animal (Littman et al., 2006).  
 Na medicina veterinária estão disponíveis testes rápidos, tais como os testes 
SNAP® 3Dx ou 4Dx (IDEXX®), que podem ser incluídos na rotina das clínicas 
veterinárias e que também podem trazer vantagem ao serem utilizados como testes de 
rastreio em cães assintomáticos, uma vez que permitem fazer o rastreio de diversas 
infeções transmitidas por carraças, incluindo a infeção por borrélias do complexo B. 
burgdorferi s.l. (Goldstein, 2010).  
 Nos cães, são detetados títulos positivos de anticorpos, a partir das 4-6 semanas 
após a infeção, atingindo níveis máximos entre os 90 e os 120 dias após a infeção se não 
forem sujeitos a terapêutica estes níveis podem permanecer até aos 22 meses  (Fritz and 
Kjemtrup, 2003). Nestes animais não é aconselhável realizar testes para IgM e IgG em 
simultâneo, uma vez que as IgM estão presentes numa fase inicial da doença, quando 
ainda não se desenvolveu qualquer sinal clínico, ao passo que as IgG surgem depois da 
presença destes (Littman, 2003; Littman et al., 2006).  
 Nos cavalos, mesmo não havendo desenvolvimento de sinais clínicos, os 
anticorpos são normalmente detetados cinco a seis semanas após a infeção, podendo 
permanecer detetáveis durante dois anos (Mannelli et al., 2012). 
 Os testes de WB, que são bastantes dispendiosos, são utilizados para 
confirmação dos testes positivos ou duvidosos, obtidos por IFA ou ELISA (Fritz and 
Kjemtrup, 2003). O teste de WB consiste na reação anticorpo-antigénio que ocorre entre 
os anticorpos desenvolvidos pelo animal e os antigénios recombinantes impregnados nas 
tiras de nitrocelulose. Alguns desses antigénios são específicos para determinadas 
características, sendo que uma exposição natural por B. burgdorferi s.l. caracteriza-se 
pelo aparecimento de antigénios como os que são materializados pelas frações proteicas 
p39 e p23, enquanto num cão vacinado há reatividades contra a OspA.  
 Importa referir que cada fabricante dos kits comerciais, atualmente disponíveis 
no mercado, apresenta painéis de antigénios (frações proteicas) distintas, sendo que se 
deve obrigatoriamente seguir o procedimento e posterior interpretação de acordo com as 





por um lado, e a ausência de padronização dos resultados por outro, são uma das maiores 
dificuldades observadas aquando da interpretação dos resultados. 
 
1.9.3 Diagnóstico molecular  
 A técnica de PCR, reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain 
Reaction), veio revolucionar o diagnóstico laboratorial, na medida em que permite detetar 
e identificar uma grande variedade de agentes patogénicos em amostras obtidas de 
hospedeiros e vetores. Por outro lado, esta técnica consegue detetar um baixo número de 
cópias do gene em estudo, o que permite aumentar a sensibilidade do diagnóstico. 
Todavia, a presença de uma amostra positiva por PCR permite identificar a presença de 
DNA do agente em causa, mas não permite inferir sobre a viabilidade desse agente, nem 
sobre o estado clínico do sujeito (Mannelli et al., 2012; EUCALB, 2016) 
 Várias técnicas de PCR, nomeadamente PCR convencional, nested-PCR e PCR 
em tempo real são usadas para a deteção de DNA de Borrelia, sendo a nested-PCR a mais 
utilizada. A nested-PCR é uma técnica de deteção direta, que envolve duas amplificações 
sequenciais de DNA e dois pares de primers específicos. Esta técnica possui uma elevada 
sensibilidade quando comparada com a PCR convencional (Mannelli et al., 2012; 
EUCALB, 2016).  
 Atualmente, são utilizados vários alvos genómicos para deteção e identificação 
das espiroquetas do complexo B. burgdorferi s.l., entre os quais o gene flaB, que codifica 
a flagelina e que está localizado no cromossoma da bactéria. Outros alvos genómicos, tais 
como os genes osp (ospA, ospB, ospC) que codificam proteínas de superfície, localizados 
nos plasmídeos, podem ser também utilizados, mas apresentam uma grande variabilidade, 
razão pela qual são normalmente pouco utilizados na identificação de Borrelia spp. 
(Wodecka et al., 2010). Existem ainda outros alvos genómicos importantes como os 
genes que codificam o rRNA de ambas as subunidades ribossomais como o rrs e a região 
intergénica. O cluster do gene rrn de B. burgdorferi s.l. tem especial importância, na 
medida que é raro, na sequência repetida em tandem do rRNA 23S e rRNA 5S, o que o 
torna importante para a deteção, identificação e tipagem das bactérias do complexo 





 Embora não seja utilizada no diagnóstico de BL, a deteção molecular de Borrelia 
spp. é realizada também em amostras extraídas do vetor (designadamente as glândulas 
salivares), permitindo determinar as taxas de infeção do vetor e  identificar potenciais 
áreas de risco para a saúde pública e animal  (Lopes, 2013). 
 
1.10 Tratamento  
 A escolha do tratamento depende principalmente do estádio e manifestações 
clínicas da doença no momento do diagnóstico (Hansmann, 2009).  
 A antibioterapia é o tratamento mais recomendável, sendo a doxiciclina e a 
amoxiciclina, os antibióticos mais utilizados num tratamento com duração de 30 dias 
(Chomel, 2015; Littman et al., 2006). A doxiciclina é considerado o antibiótico de 
primeira linha devido à sua lipossolubilidade e à grande distribuição tecidular. Este 
antibiótico, que é de baixo custo e também tem propriedades anti-inflamatórias, é o mais 
utilizado em animais pois é igualmente eficaz contra outros agentes transmitidos por 
carraças, designadamente rickettsias, anaplasmas e ehrlichias, aquando da suspeita de co-
infeção (Littman et al., 2006). 
 Existem alguns casos relatados de BL crónica, desconhecendo-se se é devida ao 
reaparecimento da infeção, à não eliminação completa do agente e/ou à sua persistência 
por falha terapêutica ou, ainda, ao não desenvolvimento de imunidade contra Borrelia 
burgdorferi (Littman, 2003). 
 Outros tipos de medicamentos podem ser administrados, tal como anti-
inflamatórios ou anti-convulsivos, para alívio de sinais clínicos, designadamente dor, 
claudicação, e convulsões (associadas a neuroborreliose). Em casos de nefropatia, os cães 
podem beneficiar da utilização de adjuvantes terapêuticos como inibidores da enzima de 









 Existem algumas medidas de prevenção que podem ser aplicadas de modo a 
evitar ou diminuir o contacto com as carraças, tais como o uso de repelentes e o uso de 
roupas adequadas, ou seja, de cores claras, com mangas comprimidas, e calças por dentro 
das meias, sendo que estas medidas devem ser aplicadas quando se realizam atividades 
de campo em trabalho ou lazer (Stanek et al., 2012).  
 A desparasitação e a vacinação em animais domésticos é um meio importante de 
prevenção, principalmente em zonas endémicas, visto que ajuda a repelir e a diminuir o 
tempo de fixação das carraças, mas a sua utilização tem de ser de forma ponderada, visto 
que 95% dos cães não desenvolve sinais clínicos e, por isso, estas vacinas são 
normalmente administradas individualmente (Littman et al., 2006; Lopes, 2013). 
 Na última década do século XX foram desenvolvidas algumas vacinas para BL 
para canídeos. Atualmente, existem três vacinas para prevenção de BL, duas das quais 
são bacterinas de Borrelia burgdorferi e uma vacina recombinante que contém a sub-
unidade OspA, que pode também ser utilizada em cavalos (Fritz and Kjemtrup, 2003; 
Divers, 2013). Estas vacinas são administradas inicialmente em duas doses com um 
intervalo de 3 a 4 semanas, e depois é feito o reforço, anualmente.   
 Em Portugal, desde o ano passado, existe disponível no mercado a vacina 
Merilym 3 (MERIAL Portuguesa®). Esta vacina é composta por componentes inativados 
de três espécies do complexo B. burgdorferi s.l. (B. burgdorferi s.s., B. garinii e B. 
afzelii), e deve ser aplicada antes do pico de atividade dos vetores (DGAV, 2013). A 
Merilym 3 é utilizada nos cães e deve ser aplicada a partir das 12 semanas de idade (2 
doses com intervalo de 3 semanas), de modo a induzir uma resposta anti-OspA e, em 

































2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1. Amostras biológicas  
 No presente trabalho foram utilizadas amostras de animais domésticos de duas 
espécies: cães (Canis lupus familiaris) e cavalos (Equus caballus), sem quaisquer sinais 
clínicos compatíveis com BL. Estes animais assintomáticos estão caracterizados 
epidemiologicamente para outras doenças causadas por agentes transmitidos por vetores, 
entre as quais anaplasmose, rickettsiose, babesiose, theileriose e leishmaniose. Essa 
caracterização permitiu concluir que estes são animais muito expostos aos agentes 
transmitidos por vetores, entre os quais as carraças, que podem igualmente transmitir os 
agentes de BL. 
Desta forma, as duas populações animais que foram selecionadas são 
representativas de animais com exposição aos ixodídeos, passíveis de transmitir B. 
burgdorferi s.l., e que vivem em estreita proximidade com os humanos, partilhando com 
eles os mesmos ambientes.  
Foi assim selecionado um total de 240 amostras biológicas, provenientes das 
referidas populações animais, que foram conservadas a -20ºC até serem submetidas a 
testes serológicos, para pesquisa de anticorpos anti-B.burgdorferi s.l.; e a testes 
moleculares para amplificação e caracterização do DNA de Borrelia spp.. 
 
2.1.1 Soros de cães 
Da população de cães utilizou-se um total de 114 amostras séricas colhidas em 
2013, das quais 94 amostras eram de cães militares, assintomáticos, provenientes de 
diversas bases militares de Portugal Continental e das regiões autónomas da Madeira e 
Açores, e 20 outras amostras recebidas no Instituto de Investigação Agrária e Veterinária 
(INIAV) para despiste de Leishmaniose e Babesiose, no âmbito do diagnóstico de rotina. 
 
 




2.1.2 Soros de cavalos 
Da população de cavalos, foi utilizado um total de 126 amostras séricas colhidas 
em 2010, 2015 e 2016, e recebidas no INIAV para despiste de outros agentes patogénicos 
nomeadamente, Theileria equi e Babesia caballi.  
 
2.2. Cultura de estirpes de referência Borrelia burgdorferi s.l. 
 Foram utilizadas quatro estirpes de referência de B. burgdorferi s.l., 
nomeadamente PoHL1 de Borrelia lusitaniae; PGau de Borrelia afzelii; Pbi Japão de 
Borrelia garinii e B31 de Borrelia burgdorferi sensu stricto (Tabela 2). 
As estirpes foram mantidas em cultura (em meio seletivo de BSK), tendo sido 
utilizadas para a preparação de antigénio indispensável para o teste de IFA in house e 
para extração de DNA borreliano utilizado como controlo positivo nos testes moleculares 
(nested-PCR).  
 
Tabela 2. Descrição das estirpes de referência do complexo de B. burgdorferi s.l. 
utilizadas no presente trabalho.  
Estirpe Espécie Origem biológica Origem geográfica 
PBi Japão Borrelia garinii LCR humano Áustria 
PGau Borrelia afzelii Pele humana Alemanha 
PoHL1 Borrelia lusitaniae Pele humana Portugal 
B31 Borrelia burgdorferi s.s. Ixodes scapularis EUA 
 
A manutenção das estirpes de B. burgdorferi s.l. foi realizada por subcultura, 
quando estas se encontravam suficientemente densas (entre 107 e 108 bactérias/ml), para 
novo meio seletivo Barbour-Stonner-Kelly (BSK). A subcultura consistiu na passagem 
de 8 a 10 gotas, com pipeta de Pasteur de vidro estéril, de uma cultura com a densidade 
referida para um novo tubo com 5mL de BSK-H e incubação em estufa a 34ºC 
(temperatura ótima de crescimento). As culturas mãe foram guardadas a 4ºC, para uso a 
curto prazo, ou preservadas a -80ºC, para uso a longo prazo.  




Cada tubo de cultura foi observado, diariamente, para monitorização da presença 
de crescimento bacteriano, identificada através da mudança da cor do meio (de vermelho 
alaranjado para amarelo) como demonstrado na Figura 12 e ainda para despiste da 
presença de contaminação, identificada através da observação da turbidez da cultura e da 
visualização da mesma em microscópio de fundo escuro (Olympus® BH2). 
Figura 12. Tubos com cultura de espécies de B. burgdorferi s.l. em meio seletivo BSK 
(Fonte: Fotografia da autora). 
 
2.3. Testes serológicos  
 Para avaliação da presença de anticorpos IgG anti- B. burgdorferi s.l. nos soros 
foi utilizada a técnica de imunofluorescência indireta como técnica de rastreio. Todos os 
soros positivos pela IFA foram confirmados pela técnica Western Blot, de modo a obter-
se uma maior especificidade nos testes serológicos. 
 
 2.3.1. Imunofluorescência indireta (IFA) - teste de rastreio 
 Preparação das lâminas de IFA 
Para a realização da técnica de IFA in house foi necessário proceder-se à 
preparação de antigénio, o qual foi utilizado para revestir as lâminas de vidro de 10 poços 
para imunofluorescência (BioMérieux). Para este efeito, foram utilizadas culturas de 
quatro estirpes de referência anteriormente mencionadas (Tabela 2), segundo o método 




descrito por Gill e Johnson (1992), com modificações introduzidas pela equipa do 
GLBL/IHMT (Grupo de Leptospirose e Borreliose de Lyme/Instituto de Higiene e 
Medicina Tropical). 
O antigénio foi preparado utilizando uma “pool” constituída por igual volume e 
concentração das quatro estirpes de B. burgdorferi s.l. Para tal, o volume total de cultura 
foi centrifugado a 13000 rpm durante 25 minutos a 15ºC e o “pellet” daí resultante foi 
ressupendido em igual volume de PBS 0.01M (pH 7.2), seguindo-se uma nova 
centrifugação a 13000 rpm durante 20 minutos a 15ºC. O “pellet” resultante desta 
centrifugação foi de novo ressupendido em PBS 0.01M (pH 7.2) e novamente 
centrifugado a 12000 rpm durante 15 minutos a 10ºC. Em seguida, o “pellet” resultante 
foi ressuspendido em volume igual de PBS 0.01M (pH 7.2) por agitação no vórtex, 
obtendo-se assim a suspensão antigénica final. 
Para garantir uma distribuição homogénea do antigénio nas lâminas foi feita a 
avaliação do mesmo em microscópio de fundo escuro para, se necessário, se proceder à 
diluição da referida suspensão. 
Por fim, foram distribuídos 5μl da suspensão antigénica por poço, deixando 
depois as lâminas secar à temperatura ambiente até ao dia seguinte. As lâminas foram 
posteriormente imersas em acetona refrigerada durante 10 minutos para fixação do 
antigénio aos poços e, em seguida, foram lavadas com água destilada duas vezes, durante 
10 minutos, sob agitação. As lâminas depois de secas foram acondicionadas em papel de 
alumínio e guardadas a -20ºC, para posterior utilização. 
  
 Otimização do teste de IFA para Borrelia burgdorferi s.l. 
Para a realização do teste de IFA in house foi necessário proceder à otimização 
da técnica, de modo a definir o limite de positividade a utilizar neste estudo, visto não 
haver um consenso sobre o mesmo nos referidos testes para B. burgdorferi s.l. em 
amostras animais. Para diminuição da marcação inespecífica e redução do background 
foram otimizados os seguintes parâmetros: 1) determinação da diluição ótima de cada um 
dos anticorpos secundários utilizados; 2) avaliação do pH do tampão de lavagem (pH=7 
ou pH=9); 3) adição de Azul de Evans como contracoloração. 




Para avaliar o limiar de positividade para cada uma das espécies animais, cão e 
cavalo, foram usados dois anticorpos primários positivos de origem comercial (soro de 
cão do kit comercial de Western Blot, da Mikrogen® e soro de cavalo do kit comercial de 
Western Blot, da Virotech®) e feitas diluições seriadas de base 2 (1:32 a 1:256) de modo 
a determinar o limite de positividade. Para otimizar o uso do anticorpo secundário foi 
utilizado um anticorpo conjugado específico de espécie, anti-IgG de cão (F4012, Sigma®) 
ou anti-IgG de cavalo (F7759, Sigma®), produzido em coelho e marcado com 
isotiocianato de fluoresceína (FITC), tendo sido utilizadas várias diluições (1:20, 1:40, 
1:80 e 1:120). Como controlo negativo foi utilizado o tampão de diluição de pH 7,2. O 
esquema da Figura 13, ilustra os ensaios realizados para otimização da IFA para cada 
uma das espécies animais.  
 
Figura 13. Esquema ilustrativo da otimização da técnica de IFA para as diversas diluições 
do anticorpo primário e secundário. (CN – controlo negativo) 
 
 Teste de IFA para Borrelia burgdorferi s.l. 
Para avaliação da presença de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. todas as 
amostras de soro foram testadas em quatro diluições de 1:2 (1:32, 1:64, 1:128 e 1:256), 
sendo que os soros que apresentaram algum tipo de reatividade com títulos inferiores a 
1:64 foram considerados negativos, com títulos de 1:64 foram considerados não 
conclusivos, com títulos de 1:128 duvidosos e com títulos de 1:256 as amostras foram 
consideradas positivas para a presença de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l.. 
1:80 1:20 
1:32 1:64 1:128 1:256   CN 
1:32 1:64 1:128 1:256   CN 
1:32 1:64 1:128 1:256   CN 
1:32 1:64 1:128 1:256   CN 
1:40 1:120 




Foi utilizado como controlo positivo do teste um soro positivo fraco na diluição 
1:5 (soro de cão do kit comercial de Western Blot, da Mikrogen® e soro de cavalo do kit 
comercial de Western Blot, da Virotech®) e, como controlo negativo, foi usado o tampão 
de diluição de pH 7,2. Todas as diluições foram realizadas em microplaca de 96 poços, 
utilizando o referido tampão de diluição.  
 As lâminas previamente preparadas com o antigénio foram descongeladas, tendo 
sido colocados 4μL, por poço, de cada uma das diluições de soro, e de ambos os controlos 
positivo e negativo. Em seguida, as lâminas foram a incubar a 37ºC em câmara húmida 
durante 30 minutos, sendo depois lavadas com tampão de lavagem pH 9, duas vezes, 
durante 10 minutos cada, de modo a retirar qualquer anticorpo não ligado. Em seguida, 
foi colocado o anticorpo secundário, um conjugado específico de espécie, anti-IgG de cão 
ou anti-IgG de cavalo, marcado com FITC. O conjugado anti-IgG de cão foi diluído a 
1:40 e o conjugado anti-IgG de cavalo foi diluído a 1:80, com tampão de diluição pH 7,2 
e adicionada uma solução de Azul de Evans (0,5μl/ml) para contracoloração. Foram 
adicionados 4μl do anticorpo secundário por poço e procedeu-se à incubação a 37ºC 
durante 30 minutos em câmara húmida. Em seguida as lâminas foram lavadas com 
tampão de lavagem pH 9, duas vezes, durante 10 minutos cada, de modo a retirar o 
anticorpo secundário não ligado. Em seguida procedeu-se à montagem das lâminas, 
utilizando uma mistura de glicerol e tampão de lavagem (50/50). A leitura foi feita num 
microscópio de fluorescência (BX60 Olympus®), num comprimento de onda de excitação 
entre 460 e 490 nm, com recurso à objetiva de imersão.  
 Na presença de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. nos soros, ocorre a ligação 
destes ao antigénio fixado na lâmina, sendo emitida fluorescência devido à reação 
antigénio-anticorpo (Figura 14). Com base na literatura (Lindenmayer et al., 1990; 
Burbelo et al., 2011) foi considerado como limiar de positividade um título igual a 1:256 
para o teste de IFA.  
 
 












Figura 14. Microfotografia de uma reação positiva em imunofluorescência indireta 
(ampliação 1000x) (Fonte: fotografia da autora). 
 
2.3.2. Western Blot (WB) – Teste de confirmação 
Para confirmação dos soros positivos na IFA foi utilizada a técnica de Western 
Blot, recorrendo ao kit comercial “Borrelia Veterinary plus OspA LINE” (Sekisui 
Diagnostics, Virotech®). Este kit utiliza vários antigénios recombinantes das principais 
espécies de B. burgdorferi s.l. designadamente VlsE, OspA, DbpA, OspC, p39, p58 e 
p83, imobilizados em tiras de nitrocelulose (Figura 15). 
 
Figura 15. Imagem ilustrativa de uma membrana de nitrocelulose do kit comercial de 
Western Blot, com os diversos antigénios recombinantes de B. burgdorferi s.l. (Borrelia 
Veterinary plus OspA LINE).  
 




De acordo com as recomendações do fabricante, cada membrana foi incubada 
durante 30 minutos com o soro a testar numa diluição de 1/100 em tampão do kit (pH 7,2) 
para que nos soros em que existam anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. IgG, estes possam 
ficar imobilizados nos locais de reconhecimento do antigénio. Os anticorpos não ligados 
foram eliminados pela lavagem das membranas três vezes com tampão de lavagem 
durante 5 minutos cada. As membranas foram posteriormente sujeitas a uma incubação, 
durante 30 minutos, com o anticorpo secundário conjugado (com enzima fosfatase 
alcalina) do tipo IgG, anti-cão ou anti-cavalo, numa diluição 1/100 em tampão do kit 
(pH7,2). Em seguida, foram lavadas três vezes, em tampão do kit, durante 5 minutos cada, 
e uma vez durante 1 minuto em água destilada para eliminação do excesso de anticorpo 
secundário. Por fim, para visualização da reação antigénio-anticorpo, foi adicionado um 
substrato da enzima (BCIP/NBT), que se converte num precipitado nos locais onde 
ocorreu ligação antigénio-anticorpo. Após incubação de 12 minutos com o substrato, as 
membranas são lavadas três vezes com água destilada de modo a parar a reação. 
Todo o procedimento foi realizado no equipamento de Western Blot, AutoBlot 
3000 (Medtec®) e a avaliação de cada teste é feita, após a secagem das membranas, pela 
observação das bandas imunorreativas que surgem, sendo que o teste é validado através 
do aparecimento da banda de controlo do soro, e da comparação da intensidade das bandas 
face à banda de “cut-off” no controlo positivo.  
Os critérios de interpretação, facultados pelo fabricante do kit, para as amostras 
de cão e cavalo estão apresentados em anexo (Anexo 1 e 2). 
 
2.4. Testes moleculares  
De modo a evitar possíveis contaminações, todo o procedimento foi realizado 
obedecendo às boas práticas laboratoriais, com separação das áreas laboratoriais de 
trabalho, da utilização de lixívia a 1,5% para limpeza da bancada, e uso de batas e luvas 
descartáveis e, ainda, a utilização de pontas com filtro. Foi também feito o rastreio de 
uma eventual contaminação no procedimento de extração, pela inclusão de uma amostra 
de água bidestilada autoclavada, que funcionou como controlo negativo de extração.  




2.4.1. Extração de DNA de culturas de Borrelia burgdorferi s.l. e 
de amostras biológicas 
Para a extração de DNA da cultura de B. burgdorferi s.l. (PGau, B.afzelii) e dos 
soros foi utilizado o kit “QIAamp® DNA MiniKit” da Qiagen, com algumas alterações ao 
procedimento descrito pelo fabricante.  
Para o efeito foram utilizados 150μl de volume inicial da amostra e este foi 
centrifugado a 6100xg durante 15 minutos, sendo o sobrenadante descartado. 
Posteriormente, foram adicionados 180μl de tampão ATL (tampão de lise), DNA de 
salmão inativado (10mg/mL) e esferas de cerâmica de 0,5mm a cada amostra e, em 
seguida, procedeu-se à destruição das células no Fast Prep (Savant ®) 2 vezes a 6.5    
msec-1 durante 20s. Os tubos foram arrefecidos em gelo e realizou-se uma centrifugação 
rápida (1200 rpm, 20s). No fim, foi adicionado 60μl de tampão AE (tampão de eluição) 
a cada tubo, sendo que estes ficaram 5 minutos a incubar à temperatura ambiente, e foram 
depois a centrifugar a 8000 rpm durante 3 minutos, obtendo assim o DNA de cada 
amostra. O restante procedimento foi realizado de acordo com o procedimento descrito 
pelo fabricante. 
O DNA obtido foi analisado por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo 
Scientific®) para determinação da respetiva concentração e pureza e, em seguida, 
guardado a -20ºC para posterior utilização nos testes moleculares. Para avaliação da 
pureza das amostras, foram medidos os valores de absorvância a 230 nm, 260 nm, e a 
280nm, para determinar os rácios de 260/280 nm e 260/230 nm, sendo que estes valores 
devem variar entre 1,8 e 2.  
Procedeu-se à extração de DNA de uma cultura de B. burgdorferi s.l. (estirpe 
PGau, de B. afzelii) para utilização como controlo positivo nas técnicas moleculares. 
Após homogeneização da cultura, foi retirado 1mL para um tubo eppendorf®, 
centrifugado a 6100 xg durante 15 minutos. O sobrenadante foi eliminado, tendo sido 
adicionado o mesmo volume de soro fisiológico estéril e em seguida homogeneizado no 
vórtex. A suspensão bacteriana foi sujeita a nova centrifugação e, no final o pellet foi 
ressuspenso em 150µl de soro fisiológico estéril. Esta suspensão foi submetida ao 
protocolo de extração de DNA anteriormente descrito.  




 2.4.2. Deteção de DNA de Borrelia burgdorferi s.l por nested-PCR 
 Determinação da sensibilidade analítica  
O DNA utilizado para a determinação da sensibilidade analítica foi obtido a 
partir de DNA extraído de diluições seriadas (107, 106, 105, 104, 103, 102, 101 e 100 
bactérias/ml) realizadas a partir de culturas “mãe” da estirpe de referência (B.afzelii) 
utilizadas neste trabalho. Estas culturas “mãe” foram previamente analisadas no 
espectrofotómetro e selecionadas as que tinham um crescimento de 108 ou 107 
bactérias/ml. As diluições seriadas das suspensões bacterianas foram sujeitas a extração 
de DNA utilizando o método anteriormente descrito. 
As suspensões de DNA obtidas foram utilizadas nos protocolos de amplificação 
de DNA por nested-PCR para a região intergénica 5S-23S e, amplificação parcial do gene 
flaB para determinação do limite de deteção de ambos os protocolos. 
 Nested-PCR 
 O DNA extraído das amostras biológicas foi sujeito a amplificação pela técnica 
molecular de nested-PCR, usando primers específicos para a região intergénica 5S (rrf)-
23S (rrl) e para uma sequência parcial do gene flaB. As amostras positivas para uma das 
regiões alvo anteriores foram também testadas para a região alvo ospC (tabela 3). 
Tabela 3. Informação sobre as sequências nucleotídicas dos primers utilizados na técnica 





















































(R: 50% A ou 50%G, W: 50% A ou 50% T)  




Cada mistura reacional incluí água estéril destilada livre de DNases/RNAses, 
GIBCO (Invitrogen®), 400μM de dNTPs (Promega®), 0,5μM de cada par de primer 
(STAB Vida®), 2,5mM de MgCl2 (Promega
®), tampão concentrado 1X (Promega®) e 1U 
de GoTaq® Flexi DNA polimerase (Promega®). As misturas reacionais foram preparadas 
para um volume final de 25μl, sendo que na primeira amplificação foi adicionada 2,5μl 
de amostra a testar, e na segunda foi adicionada 2μl do produto amplificado da 1ª reação.  
Cada experiência de amplificação incluiu um controlo positivo (descrito em 
2.4.1.) e um controlo negativo (água estéril destilada livre de DNases/RNAses, GIBCO, 
Invitrogen®). Todas as amplificações da técnica de nested-PCR foram executadas no 
termociclador C1000™ Thermal Cycler BioRad®.  
As amostras foram testadas para duas regiões alvo, região intergénica 5S-23S e 
flaB, de acordo com os programas de amplificação apresentados nos Quadros 2 e 3. As 
amostras positivas para qualquer uma destas duas regiões alvo, foram também testadas 
para a região alvo ospC, de acordo com o programa de amplificação apresentado na 
Quadro 4. 
 
Quadro 2. Programa de amplificação para a região intergénica 5S-23S por nested-PCR 
Amplificação da região intergénica 5S-23S  
1ª amplificação 2ª amplificação 
1 ciclo Desnaturação inicial a 95ºC, 3min 1 ciclo Desnaturação inicial a 95ºC, 3 min 
25 ciclos 
Desnaturação a 95ºC, 30s 
Annealing a 52ºC, 30s 
Extensão a 72ºC, 60s 
40 ciclos 
Desnaturação a 95ºC, 30s 
Annealing a 55ºC, 30s 
Extensão a 72ºC, 60s 











Quadro 3. Programa de amplificação parcial do gene flaB por nested-PCR 
Amplificação do flaB  
1ª amplificação 2ª amplificação 
1 ciclo Desnaturação inicial a 94ºC, 5min 1 ciclo Desnaturação inicial a 94ºC, 5 min 
40 ciclos 
Desnaturação a 94ºC, 30s 
Annealing a 52ºC, 30s 
Extensão a 72ºC, 60s 
30 ciclos 
Desnaturação a 94ºC, 30s 
Annealing a 55ºC, 30s 
Extensão a 72ºC, 60s 
1 ciclo Extensão final a 72ºC, 7min 1 ciclo Extensão final a 72ºC, 7min 
 
Quadro 4. Programa de amplificação para ospC por nested-PCR 
Amplificação da OspC 
1ª amplificação 2ª amplificação 
1 ciclo Desnaturação inicial a 94ºC, 3min 1 ciclo Desnaturação inicial a 94ºC, 3 min 
35 ciclos 
Desnaturação a 94ºC, 30s 
Anneling a 52ºC, 30s 
Extensão a 72ºC, 60s 
40 ciclos 
Desnaturação a 94ºC, 30s 
Anneling a 52ºC, 30s 
Extensão a 72ºC, 60s 
1 ciclo Extensão final a 72ºC, 7min 1 ciclo Extensão final a 72ºC, 7min 
 
 
Os produtos amplificados através da técnica de nested-PCR foram analisados 
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x, feito 
a partir de um tampão 5x concentrado (54g de Trizma Base, 27,5g de ácido bórico e 20 
mL de uma solução 0,5M de EDTA, pH 8 para um volume total de 1L de água destilada) 
ao qual foi adicionado o marcador de ácidos nucleicos RedSafeTM (concentração final de 
1/200) (INtRON Biotechnology®). Foram analisados 8μl de amostra por poço e utilizado 
um marcador de peso molecular 100 pb (Bioline®). A eletroforese decorreu a uma 
voltagem de 90 volts, durante 90 minutos, sendo o gel observado e fotografado sob luz 
ultravioleta no equipamento BioDoc-It imaging system (VMR®), para visualização dos 
produtos de DNA amplificados com tamanho compatível com o do DNA de Borrelia 









 Para confirmação da presença do agente nas amostras em estudo foi realizada a 
sequenciação de todos os fragmentos amplificados pela técnica de nested-PCR para 
ambos os alvos genómicos, 5S (rrf) – 23S (rrl) rRNA e flaB, pela empresa StabVida®. 
Para o efeito, foram utilizados os primers internos de cada região alvo designadamente 
23SN2 e 5SC2 (região intergénica) e FlaB_3 e FlaB_4 (gene flaB). As sequências 
nucleotídicas obtidas foram analisadas pelo programa BLAST e comparadas com as 
sequências existentes na base de dados GenBank para identificação da genoespécie. As 
sequências obtidas foram alinhadas no programa BioEdit® para comparação das 
sequências nucleotídicas obtidas.   
 
2.5 Análise e tratamento de dados 
Os dados recolhidos relativos às amostras e os resultados obtidos foram 
organizados numa base de dados de Excel (Versão 2010). Para análise e interpretação dos 
resultados foram elaboradas tabelas, quadros e gráficos elucidativos dos resultados 
obtidos utilizando os programas Word, Excel, Power Point (Versão 2010) do Windows 7 





























3. Resultados  
3.1 Características epidemiológicas das populações animais em 
estudo 
3.1.1 População de cães  
 As 114 amostras séricas de cães utilizadas neste estudo são originárias de cinco 
distritos de Portugal Continental, nomeadamente Aveiro, Beja, Leiria, Lisboa e Setúbal, 
e das duas regiões autónomas, Madeira e Açores (Figura 16). 
 
Figura 16. Representação geográfica dos locais de proveniência das amostras séricas de 
cães (n= 114). 
 
 
Cerca de 25% das amostras são provenientes do distrito de Beja (24,6%), 
seguindo-se os distritos de Setúbal com 18,4%, Aveiro com 15,8% e Leiria com 14%. 
Lisboa e as regiões autónomas dos Açores e Madeira contribuíram com 9,6%, 7% e 2,6%, 
respetivamente. Em 7,9% das amostras não foi possível obter informação sobre a sua 














Figura 17. Número e distribuição por distrito das amostras séricas de cães (n=114). 
 
 
  As informações epidemiológicas fornecidas permitiram fazer a caracterização 
da população de cães no que respeita à raça, grupo etário, sexo e exposição a agentes 
patogénicos com os quais a população em estudo esteve em contacto. 
As amostras analisadas pertencem a nove raças, sendo a mais representada a raça 
Pastor Alemão com 48,2% (55/114). Das restantes amostras, 29,9% (34/114) pertencem 
a outras raças, tais como Labrador, Pastor Belga, Malinois, Pastor Holandês, Dobermann, 
Rottweiler e Spitz e, em 21,9% (25/114) dos animais não foi possível obter a informação 
relativa à raça. A maioria destes animais são animais adultos, machos 72% (82/114), com 



































Figura 18. Número e distribuição das amostras séricas de cães: A) por grupo etário e B) 
por sexo. 
 
  Em estudos anteriores foi feita a caracterização de 94 das 114 amostras quanto à 
prevalência de anticorpos contra outros agentes patogénicos, nomeadamente Anaplasma 
phagocytophilum, Babesia canis, Ehrilichia canis, Rickettsia conorii e Leishamnia 
infantum. Foi encontrada uma prevalência de 17% para anticorpos anti-Anaplasma 
phagocytophilum, agente transmitido pelo mesmo vetor que Borrelia burgdorferi. 
Também foram detetados anticorpos contra outros agentes, nomeadamente Babesia canis 
(3,2%), Ehrilichia canis (6,4%), Rickettsia conorii (48,9%) e Leishamnia infantum 
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Figura 19. Representação gráfica das características epidemiológicas da população de 
cães em estudo no que respeita à presença de anticorpos contra outros agentes patogénicos 
transmitidos por vetores. 
 
3.1.2 População de cavalos  
  As 126 amostras séricas de cavalos utilizadas neste estudo são originárias de 11 
distritos de Portugal Continental, nomeadamente do Algarve, Beja, Braga, Castelo 
Branco, Coimbra, Évora, Leiria, Lisboa, Portalegre, Santarém e Setúbal (Figura 20). 
Grande parte das amostras são provenientes dos distritos de Lisboa (23,8%) e 
Castelo Branco (21,4%), seguindo-se os distritos de Santarém com 12,7% e Algarve com 
8,7%. Outros distritos, designadamente Portalegre (5,6%), Coimbra (4%), Évora (2,4%), 
Leiria e Setúbal (ambos com 1,6%), e Beja e Braga (ambos com 0,7%), contribuíram com 
um número mais reduzido de amostras para este estudo. Das restantes amostras (16,7%) 











































Figura 20. Representação geográfica dos locais de proveniência das amostras séricas de 
cavalos (n= 126). 
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  As informações epidemiológicas fornecidas permitiram caracterizar a população 
de cavalos no que respeita à raça, grupo etário, sexo, e exposição a outros agentes 
patogénicos com o qual a população em estudo esteve em contacto. 
 As amostras de cavalos analisadas pertencem a seis raças, sendo a raça Puro 
Sangue Lusitana a mais representada, com 33,3% (42/126), enquanto as restantes cinco 
raças (Cruzado Português, Puro Sangue Árabe, Royal Warmblood Studbook of the 
Netherlands e Cavalo Português de Desporto) correspondem a 5,6% (7/126). Em 61,1% 
(77/126) dos animais não foi especificada a raça, e em 67% (84/126) dos animais não foi 
especificada a idade. Os animais de idade adulta, com 3 ou mais anos, representam 20% 
(35/126) da população total e, na sua maioria (43%) são machos (54/126) (Figura 22).  
 
Figura 22. Número e distribuição das amostras séricas de cavalos: A) por grupo etário e 
B) por sexo. 
  
 Estudos anteriores, realizados nestas amostras, referentes à pesquisa de 
anticorpos contra outros agentes patogénicos transmitidos por carraças, nomeadamente 
Theileria equi e Babesia caballi, indicaram que população de cavalos apresenta uma 
prevalência de 61,9% (78+/126) de anticorpos anti-Theileria equi, e de 10,3% (13+/126) 
de anticorpos anti-Babesia caballi. Foi ainda determinado que 9,5% (12+/129) da 
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Figura 23. Representação gráfica das caraterísticas epidemiológicas da população de 
cavalos em estudo no que respeita à presença de anticorpos contra outros agentes 
patogénicos transmitidos por carraças. 
 
 
3.2 Deteção de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi s.l. por IFA e WB 
3.2.1 Imunofluorescência Indireta (IFA) 
 Otimização da técnica de Imunofluorescência Indireta 
(IFA) 
 Foram otimizados vários parâmetros na técnica de IFA para obtenção do melhor 
sinal de imunomarcação nas borrélias com a menor fluorescência de fundo e para 
determinação da diluição mais apropriada do anticorpo secundário conjugado com FITC. 
  Foi observado que a utilização do tampão de lavagem com pH mais alto (pH 9) 
favorecia a observação da imunofluorescência específica e que a introdução do corante 
Azul de Evans, como contracoloração, trouxe também beneficio na análise e interpretação 
das lâminas de IFA. 
Relativamente à diluição dos anticorpos conjugados verificou-se que, para as 
amostras de cães, a diluição ideal é de 1:40, enquanto para as amostras de cavalos, a 



































sinais de fluorescência mais intensos, comparativamente às outras diluições testadas, sem 
observação de fluorescência de fundo (background), que interfira na leitura das lâminas 
(Figura 24).  
No que respeita à identificação dos títulos de positividade para ambas as espécies 
animais em estudo, a pesquisa bibliográfica efetuada mostrou, tal como referido 
anteriormente na introdução, que não existe consenso acerca do limiar de positividade 
para estes animais. Foi utilizado o título de positividade igual ou superior a 1:256, título 
igualmente considerado na técnica de IFA na componente humana. 
 
Figura 24. Microfotografia ilustrativa da reação de imunofluorescência positiva 
(ampliação 1000x) (Fonte: fotografia da autora). 
 
 Populações de cães 
 O teste de IFA in house foi realizado em 114 amostras de cães para a deteção de 
anticorpos anti-Borrelia burgdorferi do tipo IgG. As amostras foram testadas em várias 
diluições (1:32, 1:64, 1:128 e 1:256) e, com base nos critérios de interpretação 
estabelecidos, os resultados serológicos foram organizados em quatro grupos (positivo, 
duvidoso, não conclusivo e negativo), sendo as amostras com título igual ou superior a 
1:256 consideradas positivas para a presença de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. 







Figura 25. Esquema ilustrativo dos resultados obtidos na IFA para a população de cães. 
 
 A população de cães apresentou valores semelhantes entre os vários títulos, com 
25,4% da população em estudo a apresentar um título positivo. A restante população 
apresenta um título duvidoso (28%) ou não conclusivo (23%), sendo que 24% da 
população é negativa para a presença de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l..  
 As amostras com título positivo pertencem, maioritariamente, a animais do sexo 
masculino (62%) oriundos de vários distritos. 
A ocorrência de animais com serologia positiva é diferente entre os distritos 
(Tabela 4). Globalmente, Beja é o distrito que apresenta maior frequência de cães 
serologicamente positivos (8,8%), seguido dos distritos de Aveiro e Setúbal (ambos com 
5,2%), Lisboa (3,5%) e Leiria (0,9%). Em duas amostras serologicamente positivas 
(1,8%) não foi possível obter informação sobre a localização geográfica. Nas regiões 







































Beja 28 10 35,7 8,8 
Aveiro 18 6 33,3 5,2 
Setúbal 21 6 28,6 5,2 
Lisboa 11 4 36,4 3,5 
Leiria 16 1 6,3 0.9 
Açores 8 0 0 0 
Madeira 3 0 0 0 
Indeterminado 9 2 22,2 1,8 
Total 114 29  25,4 
 
 Considerando a informação fornecida acerca das caraterísticas epidemiológicas 
da população de cães em estudo, no que respeita à presença de anticorpos contra outros 
agentes patogénicos transmitidos por vetores, verificou-se que 5,3% (5+/94) da população 
apresentava serologia positiva para B. burgdorferi s.l. e Anaplasma phagocytophilum, 
agentes transmitidos pelo mesmo vetor, Ixodes ricinus. A ocorrência simultânea de 
serologia positiva para B. burgdorferi s.l. e outro agente foi também encontrada, 
designadamente em 2,1% (2+/94) dos animais que apresentavam serologia positiva para 
Ehrilichia canis, 6,4% (6+/94) para Rickettsia conorii e 2,1% (2+/94) para Leishmania 
infantum. Dos animais em estudo, apenas 18% (17+/94) apresentava serologia positiva 
apenas para B. burgdorferi s.l. 
           
 Populações de cavalos 
 O teste de IFA in house foi realizado em 126 amostras de cavalos para a deteção 
de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l.. Tal como referido para a população de cães, as 
amostras foram testadas em quatro diluições (1:32, 1:64, 1:128 e 1:256) e, com base nos 




organizados em quatro grupos (positivo, duvidoso, não conclusivo e negativo), sendo as 
amostras com título igual ou superior a 1:256 consideradas positivas para a deteção de 
anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. (Figura 26). 
  
 
Figura 26. Esquema ilustrativo dos resultados por IFA na população de cavalos. 
 
 A população de cavalos apresentou valores semelhantes entre os vários títulos, 
com 24,7% da população a apresentar um título positivo. As amostras seropositivas 
pertencem maioritariamente a machos (39%) oriundos de diferentes distritos. 
A ocorrência de cavalos serologicamente positivos foi diferente entre os distritos 
(Tabela 5). Globalmente, o distrito de Lisboa apresentou maior frequência (8,7%), 
seguindo-se os distritos de Castelo Branco (4,8%), Algarve (3,2%), Coimbra (1,6%) e, 
por último, os distritos de Setúbal, Évora, Beja, Santarém e Portalegre (0,8%), 
contribuindo cada um com apenas uma amostra serologicamente positiva. Em três 
amostras serologicamente positivas (2,4%) não foi possível obter informação sobre a 























Tabela 5. Número e frequência dos resultados obtidos pela técnica de IFA na população 
de cavalos 
Distrito 
Nº de amostras 
analisadas 








Lisboa 30 11 36,7 8,7 
Castelo Branco 27 6 22,2 4,8 
Algarve 11 4 36,4 3,2 
Coimbra 5 2 40 1,6 
Beja 1 1 100 0,8 
Santarém 16 1 6,3 0,8 
Setúbal 2 1 50 0,8 
Évora 3 1 33,3 0,8 
Portalegre 7 1 14,2 0,8 
Braga 1 0 0 0 
Leiria 2 0 0 0 
Indeterminado 21 3 14,3 2,4 
Total 126 31  24,7 
 
 Considerando a informação relativa às caraterísticas epidemiológicas da 
população de cavalos em estudo, no que respeita à presença de anticorpos contra outros 
agentes patogénicos transmitidos por carraças, constatou-se que 13,5% (17+/126) das 
amostras foram seropositivas para B. burgdorferi s.l. e Theileria equi, e 3,2% (4+/126) 
foram seropositivas para B. burgdorferi s.l. e Babesia caballi. Apenas 10,3% (13+/126) 
foram serologicamente positiva para B. burgdorferi s.l..  
 
 3.2.3 Western Blot (WB) 
 A técnica de Western Blot foi utilizada para confirmar a seroreatividade das 
amostras que se revelaram positivas pela técnica de IFA que, previamente, foi executada 




 Embora os critérios internacionais recomendem também a confirmação das 
amostras duvidosas obtidas pela técnica de rastreio, por razões de ordem económica não 
foi possível alargar este estudo a um maior número de amostras, pelo que as amostras 
duvidosas de ambas as populações, cães (n=32) e cavalos (n=39), não foram sujeitas a 
confirmação.   
 
  Populações de cães 
 As amostras com título positivo pela técnica de IFA (n=29) foram sujeitas à 
técnica de WB para confirmação da presença de anticorpos anti- B. burgdorferi s.l. do 
tipo IgG. Com base na informação relativa à interpretação do kit, disponibilizada pelo 
fabricante, o padrão e/ou intensidade das bandas reativas encontrada não é considerada 
como resultado positivo, pelo que nenhuma das 29 amostras testadas foi confirmada com 
o kit comercial de WB utilizado. 
Apesar de nenhuma das amostras seropositivas no teste de rastreio ter sido 
confirmada pela técnica de WB, foi observada reatividade em algumas bandas para os 
antigénios OspA e OspC, resultado que pode ser interpretado como uma possível 
vacinação do animal (Figura 27). 
 
Figura 27. Fotografia ilustrativa do resultado obtido pelo teste de Western Blot nas 
amostras de cães (Tira 1 – controlo positivo, tira 5 - amostra com reatividade para banda 





 Populações de cavalos 
 As amostras de cavalos com título positivo pela técnica de IFA (n=31) foram 
igualmente confirmadas pela técnica de WB. 
 Com base nos critérios de interpretação do kit, foi confirmada a seroreatividade 
para uma amostra oriunda da região de Lisboa. Esta amostra apresentou um padrão de 
reatividade e intensidade das bandas compatível com seroreactividade positiva (Figura 
28), com reação para os antigénios VIse, p39 e p83 que, segundo os critérios de 
interpretação, correspondem a casos de infeções disseminadas de BL. Apesar de menos 
visível foi também observada ligeira reatividade nos antigénios DbpA e p58 que, segundo 
os mesmos critérios de interpretação, estão associados a situações de resposta imune em 
situações de infeções de BL avançadas ou disseminadas.  
 
Figura 28. Fotografia ilustrativa do resultado obtido pela técnica de Western Blot nas 
amostras de cavalos (Tira 1 – controlo positivo, tira 2 - amostra positiva com 
imunorreação mais intensa para os antigénios VIse, p39 e p83 e mais ténue para DbpA e 
p58). 
 
3.3 Deteção molecular de Borrelia burgdorferi s. l. 
3.3.1 Caraterização do DNA extraído  
  O DNA obtido das amostras, incluindo os controlos positivos, foi analisado por 






  As suspensões de DNA extraído das amostras séricas apresentaram valores de 
concentração entre 1,5 e 25,4 ng/μl. Em relação à qualidade do DNA extraído, o rácio 
260/280 apresentou um valor médio de 1,85 (±0,36), enquanto o rácio 260/230 apresentou 
um valor médio de 1,43 (±0,83). Globalmente, a qualidade do DNA extraído é adequada 
à realização da técnica de PCR. 
 
3.3.2. Determinação da sensibilidade analítica da técnica de 
nested-PCR 
 Foi determinada a sensibilidade analítica da técnica de nested-PCR para 
amplificação do DNA borreliano nas amostras biológicas em estudo. Foram utilizadas 
oito diluições seriadas de base 10 (107 a 100) da estirpe de B. afzelii, sendo o DNA de 
cada diluição extraído e utilizado para a amplificação de ambos os alvos genómicos, 
designadamente região intergénica 5S-23S e gene flaB. 
 O limite de deteção da amplificação por nested-PCR da região intergénica foi de 
10 bactérias/mL, tal como o limite de deteção da amplificação por nested-PCR do flaB 
(Figura 29).  
 
Figura 29. Imagens ilustrativas do limite de deteção da técnica de nested-PCR 5S(rrf) – 
23S (rrl) rRNA (A) e flaB (B) usando diluições seriadas de uma cultura de B. afzelii. M 
– marcador de peso molecular de 100pb; colunas 1 a 8 – diluições seriadas de uma 
suspensão de B. afzelii (107 a 100 bactérias/mL). As colunas 7 (A, B) mostram o limite de 
sensibilidade de 10 bactérias/mL para ambos os alvos genómicos; Colunas 9 e 10 – 
controlo negativo de PCR da 1ª e 2ª amplificação, respetivamente. 
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3.3.3 Amplificação de DNA borreliano por nested-PCR 
 População de Cães  
 Foram analisadas 114 amostras séricas por nested-PCR para amplificação da 
região intergénica 5S(rrf)–23S(rrl) rRNA e amplificação parcial do gene flaB. Das 114 
amostras analisadas nas técnicas de amplificação molecular foram detetadas, no total, oito 
amostras positivas, sendo que cinco amostras foram positivas na amplificação da região 
intergénica (Figura 30) e quatro amostras foram positivas na amplificação da região flaB. 
Do conjunto das amostras positivas, foi encontrada uma amostra positiva na amplificação 
de ambos os alvos genómicos, oriunda do distrito de Lisboa e pertencente a um macho 
jovem da raça Labrador. Esta amostra também foi serologicamente positiva pela técnica 
de IFA. 
Figura 30. Gel de eletroforese representativo da amplificação de DNA por nested-PCR 
do espaço intergénico do 5S(rrf) – 23S (rrl) rRNA de B. burgdorferi s.l. em amostras de 
cães: M – marcador de peso molecular 100pb; colunas 1 a 10 – amostras de soro; coluna 
11- controlo negativo de extração; coluna 12 – controlo positivo de PCR; coluna 13- 
controlo negativo da primeira amplificação de PCR; coluna 14- controlo negativo da 
segunda amplificação de PCR. 
 
 No que respeita à amplificação parcial do gene ospC, nenhuma das amostras 
positivas na amplificação para os alvos genómicos anteriores se mostrou positiva  
na amplificação deste alvo genómico.  
 Foi constatado que as amostras positivas na amplificação molecular são, na sua 
maioria, oriundas dos distritos do sul de Portugal. A presença de DNA de B. burgdorferi 
s.l. foi detetada em amostras dos distritos de Beja (n=4), Lisboa (n=2) e Setúbal (n=1). 
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Foi também detetado, pela primeira vez nestes animais, a presença de DNA de B. 
burgdorferi s.l. na ilha da Madeira (Figura 31).  
 
Figura 31. Distribuição geográfica das amostras de cães positivas por nested-PCR para  
deteção de B. burgdorferi s.l.. 
 
   
 População de cavalos  
 Das 126 amostras séricas sujeitas a amplificação por nested-PCR para ambos os 
alvos genómicos, 5S(rrf)-23S(rrl) rRNA e flaB, foram obtidos um total de sete positivos, 
sendo uma amostra positiva para a região intergénica e seis amostras positivas para o gene 
flaB (Figura 32). Nenhuma das amostras positivas para os alvos genómicos anteriores se 






Figura 32. Gel de eletroforese representativo da amplificação de DNA por nested-PCR 
do gene flaB de B. burgdorferi s.l. em amostras de cavalos: M – marcador de peso 
molecular 100pb; colunas 1 a 16 – amostras de soro; coluna 17 – controlo positivo com 
DNA de B. burgdorferi s.l. coluna 18- controlo negativo do primeiro ciclo de PCR; coluna 
19- controlo negativo do segundo ciclo de PCR. 
 
 Foi constatado que as amostras positivas na amplificação molecular são, na sua 
maioria, oriundas dos distritos do centro de Portugal. As amostras positivas para a 
presença de DNA de B. burgdorferi s.l. são provenientes dos distritos de Castelo Branco 










Figura 33. Distribuição geográfica das amostras de cavalos positivas por nested-PCR 
para deteção de B. burgdorferi s.l..  
               
3.3.4 Sequenciação de DNA de Borrelia burgdorferi s.l. 
 População de cães 
 A sequenciação dos produtos amplificados por nested-PCR para ambos os alvos 
genómicos, 5S(rrf)–23S(rrl) rRNA e flaB, permitiu obter as sequências nucleotídicas para 
confirmação da presença de DNA de Borrelia do complexo B. burgdorferi s.l..  
 A análise destas sequências e a sua comparação com as sequências existentes na 
base de dados GenBank para o complexo Borrelia burgdorferi s.l., usando o programa 
BLAST, permitiu identificar B. afzelii nas amostras positivas para ambos os alvos 
genómicos, apresentando similaridades de 99%. As novas sequências nucleotídicas 






 População de cavalos 
 A análise das sequências nucleotídicas obtidas pela sequenciação dos produtos 
amplificados por nested-PCR para 5S(rrf) – 23S(rrl) rRNA e flaB permitiu confirmar a 
presença do agente em estudo, tendo sido identificadas B. afzelii em três amostras 
provenientes dos distritos de Portalegre, Coimbra e Lisboa, B. burgdorferi s. s. em duas 
amostras do distrito de Castelo Branco, B. valaisiana numa amostra do distrito de Lisboa 
e B. lusitaniae numa amostra do distrito de Santarém, apresentando similaridades de 98-
99%. 
 
 3.4 Análise comparativa dos resultados  
 A análise do conjunto dos resultados obtidos pelas diferentes técnicas 
laboratoriais, serológica e molecular, permitiu a identificação de amostras 
simultaneamente positivas para ambas as técnicas (Figuras 34 e 35). 
Globalmente, verificou-se a existência de anticorpos IgG anti- B. burgdorferi s.l. 
e a presença de DNA de B. burgdorferi s.l. em 3,5% (4+/114) dos cães, oriundos dos 
distritos de Beja e Lisboa, e em 3,2% (4+/126) dos cavalos, oriundos dos distritos de 










Figura 34. Esquema ilustrativo dos resultados obtidos pelas técnicas serológicas e 


















Das amostras de cães em que foi detetada a presença de DNA borreliano, quatro 
apresentam igualmente anticorpos para B. burgdorferi s.l., e dois são serologicamente 
duvidosos. Os outros dois animais positivos nas técnicas moleculares não apresentam 
títulos significativos para B. burgdorferi s.l., no entanto, ambos são serologicamente 
positivos para A. phagocytophylum e um deles possui igualmente anticorpos anti-











Figura 35. Esquema ilustrativo dos resultados obtidos pelas técnicas serológicas e 
moleculares para as amostras de cavalos. 
 
 As amostras de cavalos em que foi detetada a presença de DNA borreliano 
apresentam igualmente anticorpos para B. burgdorferi s.l., com exceção para os dois 
animais do distrito de Castelo Branco, que são serologicamente negativos. O cavalo com 
serologia positiva confirmada pela técnica de WB foi negativo para os testes moleculares 
(Anexo 4).  
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4. Discussão e Conclusões 
 Nos últimos anos, o interesse pela Borreliose de Lyme tem vindo a aumentar não 
só no nosso país, mas também no resto da Europa, devido ao aumento de casos que têm 
vindo a ser reportados, e ao reconhecimento da expansão geográfica do vetor que 
transmite o agente etiológico (Lindgren and Jaenson, 2006; ECDC, 2016c). Esta doença 
apresenta uma grande diversidade de manifestações clínicas, com quadro clínico comum 
a outras doenças, o que torna difícil o seu diagnóstico (Stanek, 2012). 
 No contexto veterinário, o estudo da BL tem também crescido, uma vez que a 
seroprevalência tem vindo a aumentar nos animais (Mannelli et al., 2012). Nestes, o 
diagnóstico clínico é ainda mais complexo que nos humanos, por o Eritema Migrante ser 
uma condição rara (Chomel, 2015). 
 Desta forma, este estudo teve com objetivo caracterizar por técnicas serológicas e 
moleculares, duas populações de animais assintomáticos, cães e cavalos, no que respeita 
à infeção por B. burgdorferi s.l.. Estes animais domésticos partilham os mesmos 
ambientes que o Homem e, apesar de serem animais assintomáticos sabe-se, por estudos 
anteriores, que são animais expostos a outros agentes patogénicos transmitidos por 
vetores, incluindo Ixodes ricinus que também transmite B. burgdorferi s.l. (Alho et al., 
2016). Desta forma, a amostragem das populações em estudo não foi aleatória já que os 
animais selecionados para o estudo tiveram como critério de inclusão a possível 
exposição ao vetor.  
 Neste estudo foram analisadas 240 amostras séricas de animais oriundos de várias 
regiões do país, onde a presença do vetor (Santos-Silva, 2011; Lopes de Carvalho, 2010) 
e do agente (De Michelis, 2000; Maia, 2015) foi também já reportada.  
As características epidemiológicas dos cães e cavalos incluídos no estudo, no que 
respeita a fatores como idade, sexo, raça e distrito de origem, apresentaram uma 
distribuição heterogénea. Por se tratar duma amostragem pequena, não aleatória e 
heterogénea, não foram aplicados testes estatísticos para avaliar a correlação entre a 
infeção por B. burgdorferi s.l. e os parâmetros anteriores. Todavia, em estudos anteriores 
verificou-se que não existia nenhuma relação entre os fatores atrás referidos na infeção 
por B. burgdorferi s.l. (Alexandre, 2005; Almeida, 2015). Para algumas amostras 




incluídas no estudo não foi possível obter informação relativa às características acima 
referidas, uma vez que os inquéritos epidemiológicos não estavam completos por omissão 
de informação na requisição de análise ao INIAV. 
A análise serológica dos animais em estudo foi realizada através das técnicas de 
IFA e WB para deteção e identificação de anticorpos anti-B. burgdorferi s.l. do tipo IgG.  
 Os testes serológicos são de rápida execução e permitem a deteção de anticorpos 
específicos no soro, produzidos após contacto com o agente infecioso. No presente 
trabalho foi implementada uma técnica de IFA in house. Para este efeito, foi necessário 
proceder-se à preparação das lâminas de IFA, as quais foram preparadas com uma 
suspensão antigénica de uma pool de quatro genoespécies, designadamente B. afzelii, B. 
garinii e B. burgdorferi s.s., que representam as genoespécies mais prevalentes em 
animais, e B. lusitaniae, por ser a mais prevalente no vetor, em Portugal (De Michelis, 
2000; Kurtenbach et al., 2001; Lopes de Carvalho, 2010). 
 Foram obtidos valores de seroprevalência de aproximadamente 25% quer para 
os cães (25,4%) quer para os cavalos (24,7%), evidenciando o contato com o agente em 
estudo. O valor encontrado para os cães é superior ao descrito em outros estudos para 
regiões específicas, designadamente 12,7% no distrito de Bragança (Figueiredo, 2007), 
9% no distrito de Setúbal (Núncio, et al., 1999) e 2,25% na região do Algarve (Alexandre, 
2005). No que diz respeito aos cavalos, é desconhecida a existência de estudos anteriores 
realizados no nosso país, pelo que não é possível fazer comparação dos nossos resultados. 
No entanto, o valor de seroprevalência encontrada no nosso estudo aproxima-se dos 
valores registados em outras regiões da Europa, nomeadamente em Itália (Ebani et al., 
2012), Polónia (Štefančíková et al., 2008), Dinamarca (Hansen et al., 2010) e Áustria 
(Butler et al., 2016), onde a presença de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi foi detetada 
com valores de seroprevalência de 24,3%, 25,6%, 33,3% e 45%, respetivamente.  
 A seroreactividade encontrada para ambas as populações foi diferente entre os 
diversos distritos, observando-se que Lisboa e Beja apresentam as frequências relativas 
mais elevadas enquanto em Leiria não foram encontradas amostras seropositivas para os 
cavalos e apenas se encontrou um cão seropositivo, apresentando baixa taxa de 
frequência. Estes resultados estão de acordo com a distribuição do vetor já enunciado por 
Santos-Silva e colaboradores (2011), que referem a existência de diferenças na 
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distribuição do vetor entre os diversos distritos, sendo a presença do vetor mais marcada 
no sul de Portugal.  
 As várias condições que se encontram nos distritos ao nível de humidade, 
disponibilidade de hospedeiros, entre outros, poderá influenciar a taxa de sobrevivência 
e reprodução dos vetores e, deste modo, influenciar as taxas de infeção/contato, 
explicando as diferenças observadas entre os vários distritos (Lindgren and Jaenson, 
2006).  
Os valores elevados de seroprevalência encontrados, no presente estudo, refletem 
a elevada exposição ao vetor e, consequente, contato com o agente, a que estes animais 
estão sujeitos. Por outro lado, a elevada prevalência observada pode também resultar da 
existência de falso-positivos, devido à ocorrência de reações cruzadas com antigénios de 
outras bactérias afins, tal como as espiroquetas que causam doença periodontal 
(Alexandre, 2005). Adicionalmente, a subjetividade da leitura e interpretação do grau de 
fluorescência observada nos testes de IFA e a definição do limiar de positividade podem 
levar a diferentes resultados. 
 De facto, nos estudos realizados em animais, a ausência de padronização e a falta 
de consenso na interpretação da técnica de IFA constitui uma dificuldade, 
designadamente no que respeita ao limiar de positividade aceite. Vários estudos 
realizados em Portugal referem o título de 1:128, mas os resultados obtidos pela técnica 
de IFA não foram confirmados pela técnica de WB (Alexandre, 2005; Figueiredo, 2007), 
pelo que as taxas de seroprevalências podem estar sobrestimadas pela inclusão de falso-
positivos. No presente trabalho, foi utilizado um limiar de positividade de 1:256, superior 
ao utilizado por alguns autores (Alexandre, 2005; Figueiredo, 2007; Ebani, 2012), e 
inferior ao utilizados por outros autores (Durrani et al., 2011, Durrani et al., 2012, 
Schwartz et al., 2015) 
 Considerando os resultados obtidos para os outros agentes transmitidos por 
vetores, estes sugerem a possibilidade de ocorrência de co-infeções, quer nos cães (entre 
o agente em estudo, B. burgdorferi s.l, e A. phagocytophilum, E. canis, R. conorii e/ou L. 
infantum), quer nos cavalos (entre B. burgdorferi s.l e T. equi e/ou B. caballi). As co-
infeções são recorrentes e já foram descritas também em estudos anteriores (Hansen et 
al., 2010; Dziegiel et al., 2016). Estes resultados demonstram que os animais em estudo 




estão expostos a diversos agentes, podendo influenciar os resultados de IFA através da 
ocorrência de reações cruzadas.  
 Embora a técnica de IFA tenha várias vantagens, entre as quais ser rápida e 
sensível, tem como desvantagem a possibilidade de ocorrência de reações cruzadas, pelo 
que é recomendado pelas instituições internacionais (EUCALB, 2016; ECDC, 2016a) que 
se recorra a uma técnica de confirmação, tal como o teste de WB, com sensibilidade e 
especificidade conhecidas. Em geral, a desvantagem deste teste, quando utilizado um kit 
comercial, reside no facto de ser bastante dispendioso.  
 Por conseguinte, para confirmação da reatividade positiva obtida pela técnica de 
IFA nas amostras em estudo, foi realizado um teste de Western Blot, tendo sido utilizado 
o kit comercial “Borrelia Veterinary plus OspA LINE” (Sekisui diagnostics, Virotech®). 
Das 60 amostras testadas foi observada reatividade numa amostra de cavalo, confirmando 
o resultado obtido pela técnica de IFA. O facto de apenas uma das amostras ter sido 
confirmada pode ter diversas explicações, entre as quais, o facto dos resultados de IFA 
poderem estar sobrevalorizados devido à possibilidade de ocorrência de reações cruzadas, 
tal como foi referido anteriormente. Por outro lado, este kit comercial é recente e não 
informa sobre o seu limite de deteção, pelo que não sabemos se seria possível a 
confirmação de todas as amostras. Outro fator importante, que pode estar na explicação 
destes resultados, reside na diferença de antigénios utilizados entre as duas técnicas. Tal 
como descrito anteriormente, a suspensão antigénica utilizada na preparação das lâminas 
de IFA inclui quatro estirpes das genoespécies mais prevalentes em Portugal, entre as 
quais B. lusitaniae, cujos antigénios não estão incluídos no kit de WB utilizado. Por outro 
lado, neste kit estão presentes antigénios de B. bavariensis, genoespécie não reportada 
ainda a circular no nosso país (De Michelis, 2000; Baptista, 2004; Lopes de Carvalho, 
2010).  
 Atualmente, não existe um kit que seja totalmente específico para BL, para uso 
no diagnóstico, uma vez que nos diferentes kits são utilizados antigénios de diferentes 
localizações geográficas com diferenças inter e intra-específicas (Aguero-Rosenfeld et 
al., 2005). A escolha dos diferentes antigénios pode influenciar a deteção de anticorpos 
nas amostras. Assim sendo, seria recomendável que no futuro os kits venham a integrar 
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frações antigénicas recombinantes e altamente específicas de um conjunto mais alargado 
de espécies do complexo B. burgdorferi s.l. (Aguero-Rosenfeld et al., 2005). 
 Para deteção de DNA borreliano, foi realizada a técnica de nested-PCR para dois 
alvos genómicos, a região intergénica 5S(rrf)-23S(rrl) rRNA e o gene flaB, cujo o limite 
de deteção, para ambos os protocolos, foi de 10 bactérias/mL. Importa referir que, o 
método de extração de DNA utilizado foi bastante eficiente, visto o limite de deteção para 
a região intergénica 5S-23S ser inferior ao reportado em outros estudos (Wodecka et al., 
2010). Estes alvos genómicos são amplamente utilizados no diagnóstico laboratorial, 
contudo, está descrito que a amplificação de ambos pode não acontecer para uma mesma 
amostra, tal como ocorreu no presente trabalho (Wodecka et al, 2010). De facto, no 
presente trabalho, apenas uma amostra sérica de cão foi positiva para os dois alvos 
genómicos (região intergénica 5S-23S e flaB). 
 A presença de DNA de B. burgdorferi s.l. foi detetada em 7% dos cães e 5,6% 
dos cavalos. Estes valores não são muito diferentes dos encontrados noutros países da 
Europa, designadamente na Polónia, onde foram detetados 16,3% (Skotarczak and 
Wodecka, 2005) e 5% (Dziegiel et al., 2016) de amostras de sangue de cães positivas por 
PCR, e em Itália, onde 5,1% de uma população de cavalos, oriundos da região de Lázio, 
apresentou DNA borreliano (Veronesi et al., 2012). A amplificação do gene ospC foi 
negativa em qualquer uma das amostras positivas amplificadas pelos alvos genómicos 
atrás referidos, não tendo por isso sido útil a sua aplicação.  
 No presente trabalho verificou-se que as amostras positivas pelas técnicas 
moleculares estão concentradas em determinadas regiões. A maioria das amostras 
positivas de cães são provenientes de Beja (n=4) e Lisboa (n=2). Em geral, as amostras 
positivas foram detetadas no sul de Portugal e região autónoma da Madeira. Na população 
de cavalos, os distritos com maior número de amostras positivas foram Lisboa e Castelo 
Branco, com dois animais positivos por distrito, sendo que, no global, as amostras 
positivas foram detetadas no centro de Portugal. Lisboa representa o único distrito onde 
foram detetados casos positivos em ambas as populações, evidenciando o potencial risco 
de infeção por B. burgdorferi s.l. existente nesta região. É nesta que se encontra uma das 
áreas endémicas já identificada (Mafra), com condições ótimas de temperatura e 




humidade, e presença de hospedeiros vertebrados, vetores e do agente patogénico (Batista 
et al., 2004).  
 A sequenciação dos produtos amplificados da região intergénica 5S-23S rRNA 
e do gene flaB permitiu identificar B. afzelii em ambas as populações, designadamente 
em oito cães e três cavalos. Esta genoespécie foi já identificada no vetor em Portugal, nos 
distritos de Lisboa e Setúbal (Kurtenbach et al., 2001) e, também, na ilha da Madeira 
(Matuschka et al., 1998). Borrelia afzelli foi anteriormente identificada em animais, 
nomeadamente em javalis (Sus scrofa) provenientes da região norte de Portugal, de Trás-
os-Montes (Faria et al., 2015). Importa ainda referir que B. afzelli foi isolada do sangue 
de um cão com sinais clínicos compatíveis com BL (Speck et al., 2001), demostrando que 
estes animais são suscetíveis à infeção por esta genoespécie. 
 Na população de cavalos foram ainda detetadas outras genoespécies, 
nomeadamente B. burgdorferi s.s. (n=2), B. valaisiana (n=1) e B. lusitaniae (n=1). 
Também estas genoespécies foram já detetadas no vetor no nosso país (De Michaelis et 
al., 2000; Baptista et al., 2004; Nunes et al., 2016). Tal como já referido, B. lusitaniae é 
a genoespécie mais prevalente no vetor em Portugal e a sua deteção em cavalos já foi 
reportada em Itália (Veronesi et al., 2012). Estes resultados demonstraram que várias 
genoespécies de B. burgdorferi s.l. se encontram em circulação nas populações em 
estudo. 
 As técnicas moleculares são sensíveis e específicas para a deteção dos agentes 
etiológicos. A sua aplicação pode, contudo, ser dificultada por potenciais resultados falso-
positivos devido à contaminação acidental de amostras com uma pequena quantidade de 
DNA alvo. De facto, foram já reportados resultados de PCR falso-positivos para BL 
(Aguero-Rosenfeld et al., 2005). No decorrer do presente trabalho, as boas práticas de 
laboratório e, em especial, as normas aplicadas à biologia molecular foram respeitadas e 
cumpridas de modo a excluir a possibilidade de produção de falso-positivos.   
 Importa considerar que, a presença de DNA de um agente, neste caso B. 
burgdorferi s.l., não é tacitamente sinónimo de infeção ativa, especialmente se 
considerarmos que estamos perante animais assintomáticos (Aguero-Rosenfeld et al., 
2005). Num processo infecioso, o agente tem necessariamente de estar viável e, através 
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da técnica de nested-PCR não é possível determinar a viabilidade da bactéria (Couceiro 
et al., 2003)  
 Face aos resultados obtidos por ambas as técnicas, serológicas e moleculares, 
conclui-se que a exposição ao vetor e o contato com o agente etiológico é evidente nestas 
populações. Globalmente, verificou-se a existência de anticorpos IgG anti-B. burgdorferi 
s.l. e a presença de DNA de B. burgdorferi s.l. em 3,5% (4+/114) dos cães, oriundos dos 
distritos de Beja e Lisboa, e em 3,2% (4+/126) dos cavalos, oriundos dos distritos de 
Lisboa, Santarém e Portalegre. Estes resultados indicam que estes animais estiveram 
expostos ao agente e, eventualmente, permanecem assintomaticamente infetados. A 
ocorrência de anticorpos anti-B. burgdorferi s.l. em cães saudáveis, nos quais foi também 
detetado DNA borreliano, foi de 2,5% num estudo realizado na Polónia (Dziegiel et al., 
2016).  
 Os distritos com maior número de amostras positivas de cães e cavalos, em 
ambas as técnicas (serológicas e moleculares), são Lisboa e Beja, onde também já foi 
evidenciada a presença de hospedeiros reservatórios e do vetor (Santos-Silva et al., 2011), 
bem como do agente (Santos-Silva et al., 2013; Maia et al., 2015). Estas evidências 
sugerem que estes distritos reúnem as condições necessárias para que possam ser 
considerados como potenciais regiões endémicas da doença.  
 As alterações climáticas têm contribuído para a expansão geográfica do vetor de 
B. burgdorferi s.l., aumentando deste modo a exposição dos animais ao vetor e, 
consequentemente, aos agentes que estes transmitem (Bengis et al., 2004).  
 Os médicos veterinários deverão estar atentos a possíveis sinais clínicos que se 
possam desenvolver, pois o diagnóstico da BL continua a ser maioritariamente clínico. 
Em termos de diagnóstico laboratorial, o método utilizado (serológico ou molecular) deve 
ser aplicado consoante a fase evolutiva da doença. Por outro lado, é fundamental 
introduzir medidas de prevenção e controlo de vetores que, nos animais, pode passar pela 
utilização de acaricidas, triagem de parasitas externos pela observação cuidadosa da 
pelagem e, em determinadas situações, por exemplo, para cães de caça e cães militares, 
pela aplicação de vacinas.  




 O facto dos animais domésticos partilharem cada vez mais os mesmos espaços 
e atividades ao ar livre com os humanos, faz com que estes possam ser veículos de 
diversos agentes patogénicos, podendo desempenhar um papel como animais sentinela 
(Goossens, et al., 2001; Reif et al. 2011) Por conseguinte, é necessário que os médicos 
estejam sensibilizados para a inclusão da BL no diagnóstico diferencial, tendo em conta 
diversos aspetos, como a mordedura de carraça ou contato com animais infetados, uma 
vez que, apesar dos animais domésticos não parecerem estar diretamente envolvidos no 
ciclo de transmissão, estes permitem que o vetor se mantenha nos diversos espaços, 
disponibilizando as refeições sanguíneas necessárias ao ciclo de vida do vetor. 
 A análise global destes resultados alerta para o potencial risco de infeção por B. 
burgdorferi s.l. a que as populações em estudo estão sujeitas. O caracter emergente da 
doença, com o crescente número de casos reportados reforça a importância da adoção de 
medidas de prevenção, para animais silváticos e domésticos e, também para a população 
humana, de modo a diminuir-se a prevalência desta zoonose (WHO and ECDC, 2016).   
De acordo com a informação disponível, o presente trabalho foi o primeiro no 
nosso país a integrar uma abordagem serológica e molecular no estudo da BL em animais. 
Os resultados obtidos sobre a infeção em animais permitiram reconhecer o risco de BL e 
a identificar zonas potencialmente endémicas, onde tanto os animais como os Humanos 
estão em risco acrescido de infeção.  
Estudos complementares e mais alargados, integrando uma amostragem 
aleatória representativa dos vários distritos de Portugal, serão necessários para avaliação 
dos vários fatores de risco associados à BL. Como conclusão, os resultados globais deste 
trabalho são importantes no atual conceito de “Uma Só Saúde” (One Health) uma vez 
que os animais domésticos, como os cães e cavalos, são veículos de diversos agentes 
patogénicos e ao partilharem os mesmos habitats que os humanos, podem servir de alerta 
do potencial risco para a saúde das populações.  
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Anexo 2- Tabela de interpretação do kit de WB (Borrelia Veterinary plus Osp A Line®) 


















Anexo 3- Tabela dos resultados positivos para as técnicas serológicas e moleculares para 
amostras de cães (As linhas a sombreado indicam as amostras positivas pela técnica 
molecular). 
F-feminino; M-masculino; -Negativo; + Positivo; N.conc.–Não conclusivo; Duv- Duvidoso; Neg-
Negativo; N.D–Não determinada; B. af –B. afzelii  
 
 







229 (L) Beja N.D N.D  - - + B. af + - 
236 (L) Beja N.D N.D - - + B. af Duv N.D 
238 (L) Beja N.D N.D  - - - N.D + - 
239 (L) Beja N.D N.D  - - - N.D + - 
242 (L) Beja N.D N.D - - + B.af + - 
255 (L) Beja N.D N.D - - - N.D + - 
259 (L) Beja N.D N.D - - - N.D + - 
300 (L) Beja N.D N.D  - - - N.D + - 
CM2 Lisboa 8 F 
Anaplasma, 
Ehrilichia 
- - N.D + - 
CM3 Lisboa 5 F - - - N.D + - 
CM4 Lisboa 1 M - - - N.D + - 
CM7 Lisboa 8 M 
Anaplasma, 
Ehrlichia 
+ - B. af Neg N.D 





- - N.D + - 
CM26   N.D N.D N.D - - - N.D + - 
CM27   N.D N.D N.D - - - N.D + - 
CM31 Aveiro 6 M 
Anaplasma, 
Rickettsia 
- - N.D + - 
CM33 Aveiro 4 M Rickettsia - - N.D + - 
CM34 Aveiro 4 M Anaplasma - - N.D + - 
CM40 Aveiro 5 M Anaplasma - - N.D + - 
CM46 Aveiro 10 M - - - N.D + - 
CM49 Aveiro 2 M - - - N.D + - 
CM50 Beja 7 M - - - N.D + - 
CM55 Setúbal 1 M - - - N.D + - 
CM57 Lisboa 0,583 M - + + B.af + - 
CM61 Setúbal 6 M Rickettsia - - N.D + - 
CM77 Setúbal 4 M - + - B. af Duv N.D 
CM83 Setúbal 4 M - - - N.D + - 
CM85 Setúbal 9 M - - - N.D + - 
CM88 Setúbal 4 M - - - N.D + - 








CM104 Beja 5 M Leishmania - - N.D + - 
CM109 Beja 3 M Rickettsia + - B.af + - 
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Anexo 4- Tabela dos resultados positivos para as técnicas serológicas e moleculares para 
amostras de cavalos (As linhas a sombreado indicam as amostras positivas pela técnica 
molecular).  
 
F-feminino; M-masculino; -Negativo; + Positivo; Duv-Duvidoso; Neg-Negativo; N.D–Não 












10-12755 Setúbal N.D N.D - - - - + - 
10-13469 Lisboa N.D N.D - - - - + - 
10-15131 Beja N.D N.D Theileria - - - + - 
10-15898 Indeterminada N.D N.D - - - - + - 
10-20813 Lisboa N.D N.D Theileria - - - + - 
10-31423 Indeterminada N.D N.D Theileria - - - + - 
10-31791 Algarve N.D N.D - - - - + - 
10-31792 Algarve N.D N.D - - - - + - 
10-31792 Algarve N.D N.D Theileria - - - + - 
10-35064 Lisboa N.D N.D - - - - + + 
10-37009 Lisboa N.D N.D - - - - + - 
10-37010 Lisboa N.D N.D - - - - + - 
10-45812 Lisboa N.D N.D - + - B. val + - 
15-20950 Coimbra 5 M Theileria - - - + - 
15-20951 Coimbra 9 M - - - - + - 
15-21371 Indeterminada 17 M - - - - + - 
15-23366 C. Branco N.D N.D Theileria - + B.b.s.s. Neg  
15-23374 C. Branco N.D F Theileria - + B.b.s.s Neg  
15-23377 C. Branco N.D F Theileria - - - + - 
15-23381 C. Branco N.D F Theileria - - - + - 
15-23382 C. Branco N.D M Theileria - - - + - 
15-23383 C. Branco N.D M Theileria - - - + - 
15-23387 C. Branco N.D M Theileria - - - + - 
15-23392 C. Branco N.D M Theileria - - - + - 
15-24554 Évora N.D M 
Theileria, 
Babesia 
- - - + - 
15-24911 Lisboa N.D N.D Theileria - - - + - 
15-24914 Lisboa N.D N.D 
Theileria, 
Babesia 
- - - + - 
15-26848 Lisboa 3 M Babesia - + B. af + - 
15-29531 Coimbra 3 F - - + B. af Duv  
15-30726 Algarve 5 M Theileria - - - + - 
16-00097 Lisboa N.D M - - - - + - 
16-00098 Lisboa N.D M - - - - + - 
16-03056 Santarém 8 F 
Theileria, 
Babesia 
- + B. lus + - 
16-03069 Portalegre N.D N.D Theileria - + B. af + - 
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